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RESUMEN

La Diabetes mellitus tipo 2 es una de las enfermedades crénico-
degenerativas con mayor indice de mortalidad a mivel mundial incluyendo
México.” La Organizacion Mundia! de la Salud (OMS), estima que a nivel
mundial, existen 250 millones de personas con esta enfermedad y considera
que mas de 300 millones estan en riesgo de presentarla. Factores de riego
asociados al desarrolle de la DM2 es € estilo de vida y la obesidad, este Gltimo
representa el  70% de la poblacidn adulta en México vy en Jalisco, fo que
explicaria en gran medida la exporiencialidad en la aparicidon de DM. E! arbol
de Azadirachta indica mejor conocida como Neem, ha sido conocida desde
hace mas de 200 afos por los nativos del subcontinente de la India y paises
del sureste de Asia por sus multiples propiedades medicinales. Se le han
otorgado efectos tales como inmunomodulador, antiinflamatorio, antiulcérico,
antimaiaria, antifUngice, antibacterial, antiviral, anticxidante, antimutagénico,
anticarcinogénico y antihiperglicémico. Su efecto antidiabético puede atribuirse
a su actividad antiserotoninérgica. Este Uitimo puede deberse a la secrecion de
insulina endégena por un mecanismo simitar reportado de las sulfunilureas.
Objetivo: Evaluar la respuesta inmune celular y [a expresion de citocinas [L-6 y
TNF-a en raias diabéticas tipo 2 expuestas a Azadirachfa indica como
tratamiento hipoglucemiante. Material y Métodos. Se evaiuaron un total de 40
ratas de 150 gramos de peso, el estudio se realizé en dos etapas. La primera
etapa para la confirmacion del modelo de DM2 en ratas se sometieron a una
dieta hipocalérica y se adiciond Aloxano via intraperitongal, se monitored la
glucemia durante 3 semanas consecutivas y se confirmd el modelo. En ia
segunda etapa 15 ratas fueron divididas en 3 grupos/5 ratas por grupo y se
clasificaron como: Controi, DM2, DM2 +NEEM, durante 7 semanas se adicionod
lz infusion de Azadirachia indica por via oral, se registrd el peso, se cuantificd
glucosa y, una vez cubierto el plazo, se evelud la respuesta inmune celular
espiénica y en células mononucleares de sangre periférica vy la concentracion
de citocinas IL-6 y TNF-a, ademas se cuantificaron las enzimas hepaticas AST,
ALT. Resultados. En la primera etapa se estandarizé el modelo experimental
de DMZ con Aloxano. En las segunda fase las ratas diabeticas gue fueren
expuestas a Azadirachfa indica, disminuyeron el peso v (os niveles de glucosa
en sangre, no presentaron alteracion en la concentracién de enzimas hepéaticas
AST y ALT, mejoraron ia respuesta inmune con respecto al grupo de ratas
diabeticas, ademas disminuyo la concentracién de citocinas IL-6 y TNF-a en el
grupo con el fitofarmaco. Conclusion. Las ratas diabéticas tratadas con
Azadirachta indica, presentaron tendencia a disminucién de glucosa en sangre,
ademads hepatoproteccion y se restaurd la respuesta inmune con relacién al
grupo control,



Antecedentes

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronico degenerativa en Ia
que el paciente presenta alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, de
proteinas, grasas, y una relativa o absoluta deficiencia de la secrecion de

insulina con grados variables de resistencia a ésta. ("

La DM es una alteracion det metabolismo caracterizada por e aumento
de los riveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por un defecto
{completo 0 no) de la secrecién © accion, de una hormona: la insulina. La
insuiina se preduce en unas formaciones especiaies que se encuentran en el
pancreas: los islotes de Langerhans. En las personas no diabgticas fos niveles
de glucesa en la sangre se maniienen dentro de unos limiles normales
cercanos a los 130 mg/dl, incluso cuando se han tomade alimentos muy ricos
en azlcares ¢ grasas; sin embargo, en personas diabéticas estos niveles

sobrepasan los 200 mg/dl, @

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a |la diabetes
como un problema de salud publica, en solo dos décadas los estudios
epidemiologicos han tenido un gran impacto en la investigacion, diagndstico,
atencidn y prevencion de |a diabetes, en particular se han realizado estudios en
algunos grupos étnicos sobre la prevalencia, estudic gue sirvié para
estandarizar {a metodologia en el estudic de diabetes en el mundo y sobre todo

para definir el punto de corte entre normal y anormai. @

De acuerdo con la American Diabetes Association (ADA)}, define la DM
coma un grupo de trastornos metabdlicos caracterizados por la hipergiucemia
resultante de los defectos de la secrecion o ia accion de |a insulina, 0 ambas.
Existen muchos procesos fisiopatogénicos involucrados en su aparicion, gue
varian desde la destruccion autoinmunitaria de las células (B del pancreas hasta
alteraciones que conducen a la resistencia a la accion de ia insulina. La base
de todas las alteraciones metabolicas es la accion deficiente de la insulina
sobre los tejidos bianco. Esto dltimo se debe a la secrecidn inadecuada de
insulina 0 a la disminucién de la respuesta tisutar en alguno de les distintos

puntos de la compigja via de ia hormona.



La Secretaria de Salud (SS) define a DM como a un grupo de
enfermedades  sistémicas, cronicas, de causa desconocida, con grados
variables de predisposicién hereditaria y la participacion de diversos factores
ambientales que afectan al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono,
proteinas y grasas que se asocian fisiopatoldgicamente con una deficiencia en
la cantidad, cronologia de secrecidon yfo en la accion de [a insulina. Estos
defectos traen como consecuencia una elevacion anormal de la glucemia
después de cargas estandar de glucosa e incluso en ayunas conforme existe

mayor descompensacion de la secrecién de insulina. ©

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn (ENSANUT),
32.4 % de fa poblacidn mexicana padece obesidad, Se ha asociado de manera
muy estrecha que este problema no sélo aumenta el riesge de desarrollar DM,
sino que complica su manejo. La resistencia a la insuiina y la intoleranciz a la

glucosa son sustratos fisiologicos que sustentan la aparicion de la enfermedad.
(6)

Epidemiclogia

Actualmente [a DM se distribuye por todo el mundo, aunque tiene mayor
pesc en los paises desarrollados y en vias de desarrollo, representando un
probiema personal y de salud publica de enormes proporciones. Por regiones,
fa mas afectada por la enfermedad segun estas previsiones continuaré siendo
el sureste asiafico, con 122 miliones de pacientes dizsbéticos.; enseguida, el
drea del Pacifico, con 71 millones de afectados; y el continente americano,
donde se espera que la enfermedad Hlegue a afectar a 67 millones de personas;
mientras tanto, se calcula que en Africa rondarz los 18 millones de personas,
mas del doble de los 7 millones actuales, y que en Europa aumentara ia
prevalencia actual, cifrada en 33 millones en 2000, hasta alcanzar los 48

millones de pacientes, {7



Figura 1.- Representacion grafica de la prevalencia de Diabetes Mellitus
y estimacion al 2030
Fuente: Diabetes Atlas, International Diabetes Federation Prevalence
DM Comparisons 2003-2025

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo hay
mas de 180 millones de personas con diabetes. Se ha calculado que en 2005
hubo 1.1 millones de muertes debidas a esta enfermedad. Aproximadamente
un 80% se registran en paises de ingresos bajos o medios. Sin embargo se ha
pronosticado que en el ano 2030 la diabetes afectara a 370 millones de
personas, lo que supone un aumento de un 114% con respecto a las Ultimas
cifras publicadas por esta entidad, correspondientes al afio 2000. ©

La DM1 supone un 10% del total y, al igual que la diabetes de tipo 2,
también estd aumentando en prevalencia. La incidencia de la DM2 podria
cifrarse en torno a 60- 150 casos nuevos por 100.000 habitantes y afio,
mientras que en la diabetes tipo 1 se acercaria a 10-12 casos por 100.000
habitantes. Con respecto a la mortalidad, se observa un aumento en los
pacientes varones y hasta 2,6 veces mas en las mujeres. Pero esto no es asi a
todas las edades, ya que cuanto mas joven son los pacientes, el incremento de

riesgo de mortalidad es atn mayor. ©
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De acuerdo a fa SS (Secretaria de Salud) la diabetes se ha convertido
en México en la primera causa de muerte al contribuir con 12% del total de
muertes.1 Se estimé para el afio 2030 una prevalencia nacional de 10.9% y tan

solo en 2002 se registraron 114.6 nuevos casos por cada 100 000 habitantes.
(10}

La tasa de mortalidad por DM en 2008 fue de 70.9 por cada 100 mil
habitantes. Siendo los estados de Distrito Federal (99), Coahuita (87.4),
Morelos (84.3), Guanajuato (82.9) y Michoacan (80.4) quienes presentan las
mayores tasas de mortalidad por esta afeccion. Por el contrario, los estados
con la menor tasa de mortalidad fueron Quintana Roo (35.7), Chiapas (45),
Baja California Sur (51.3), Baja California (51.6) y Sinaloz (56.5). ('

Tasa de mortalidad obsesvada de diabetes mellitus por entidad federativa
2008

Por cada 108 mil habitantes
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Figura 2.- Taza de mortalidad de DM INEG) {2010). Estadistica de Mortalidad y CONAPO (2010).
Proyeccién de la poblacidn de México 2005-2030: Fuente INEGI
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En los adultos de 20 afios o mas fue de 7.9%; siendo mayor en mujeres
(8.5%) que en hombres (7.4%). En comparacién con las prevalencias en el
pais, Jalisco se ubicé por arriba de la media nacional para la prevalencia y el
diagnostico medico de DM, hipertensién arterial e hipercolesterolemia. '

Diabetes mellitus por diagnostico médico
previo. Adultos de 20 afios o mas

Mexico, ENSANUT 2006
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Figura 3.- Estimacion en porcentaje en adultos mayores de 20 afios con
Diabetes Mellitus en México. Fuente (ENSANUT). 2006

12



Clasificacion de Diabetes mellitus

Diabetes mellitus Tipo 1

Conocida como DM autoinmune, representa el 5% al 10% de los
pacientes diabéticos y es la resultante de la destruccidn autoinmune de las
células B pancredtica. El 85% al 90% de estos individuos presenta uno o mas
tipos de autoanticuerpos al momento de la deteccion de la hiperglucemia en
ayunas. La velocidad de destruccion de las células [ pancredticas es variabie,
en algunos sujetos es rapida (bebés y nifios) y algo mas fenta en otros
{adultos). La primera manifestacidn de la enfermedad, especialmente en el
primer grupo, puede ser la cetoacidosis. Otros pueden presentar hiperglucemia
moderada en ayunas, capaz de cambiar rapidamente a hipergiucemia grave ¢
a cetoacidosis, en presencia de causas desencadenantes. La destruccion
auioinmune de las células [ tiene muitiples factores de predisposicion vy
también se relaciona con factores ambientales poco definidos. Alguncs
pacientes presentan DB1 idiopatica y cursan su enfermedad con insulinopenia

y propension a la cetoacidosis, mas sin evidencias de dafio autoinmune, ‘¥

Diabetes mellitus Tipo 2

La DM2 se debe a una resistencia a la accion de la insulina y a un déficit
relativo de la secrecion de esta hormona. Por o tanto, en fases iniciales, se
genera una situacién de hiperinsulinismo y, generalmente, hiperglucemia. Es
en este momento en el que puede existir un grado de hipergiucemia suficiente
para causar cambios patologicos y funcionales en cdiferentes receptores
tisulares (macroangiopatia), pero sin causar sintomatologia que permita el
diagnéstico clinico. Durante este periode asintematico es posible demostrar 1a
alteracion en ef metabolismo de los hidratos de carbono mediante una
determinacion de |la glucemia plasmatica basal o de |a realizacién de un test de
tolerancia oral a la glucosa. Por esta situacion, en la DM 2, los sintomas
comienzan de forma mas gradual que en la DM1. En fases tardias de la
enfermedad, aparece el fracaso de la célula B con hipoinsulinismo e

hiperglucemia. ¥

DM 2 representa un conjunto de desordenes metabédlices caracterizados

por fa elevacion cronica de la glucosa en sangre vy la predisposicion al

13



desamollo de distintas complicaciones micro y macrovasculares. Desde el
punto de vista genético, fa DM2 es una entfidad multifactorial donde participan
un conjunto de genes de susceptibilidad cuya expresién es modulada por
factores ambientales. " La disfuncion de ta célula pancreatica productora de
insulina y una respuesta disminuida a la accidn de esta hormona en distintos
drganos y tejidos, incluyendo el higado son los mecanismos fisiopatologicos

principales en esta patogenia. {'%

Diabetes Gestacional

La diabetes gestacional es la intolerancia a los hidratos de carbono de
severidad variable, que comienza ¢ se diagnestica por primera vez durante el
embarazo. A diferencia de los otros tipos de diabetes, la gestacional no es
causada por la carencia de insulina, sino por los efectos bloqueadores de las
otras hormonzs en la insulina preducida, una condicion dengminada resistencia
a la insulina, que se presenta generalmente a partir de fas 20 semanas de
gestacion. La respuesta normal ante esta situacién es un aumento de la
secrecion de insulina, cuando esto no ocurre se produce la diabetes
gestacional. En muchos casos los niveles de glucosa en sangre retornan a la
normalidad después del parto. Su prevalencia global se sitta entre 1 — 3 %. Es
reconocida la repercusion de la diabetes gestacional sobre el embarazo vy sus

efecios perinatales adversos tanto en la madre como en el feta, 1'%

Diagnostico de DM2

Los criterios diagnosticos actuales, segln la Cltima modificacion de la
ADA, por definicion se considera diabgtico a aguelia persona que cumpla les
siguientes requisitos. Ademas se deben confirmar repitiendo la prueba en un
dia distinto exceptc que el paciente presenie una hiperglucemia con

descompensacion metabdlica aguda: ("

1.- Glucosa plasmatica casual mayor o igual a 200 mg/dl. Hiperglucemia
casual se define como la que aparece en cualquier momento del dia sin
considerar el tiempo desde la dltima comida. Los sintomas clasicos incluyen

poliuria, polidipsia y pérdida inexplicable de peso. (17
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2.- Glucemia plasmatica basal mayor o iguai a 126 mg/dl. La glucemia
plasmdtica basal se define como aguella que se realiza con ausencia de
ingesta cal6rica de al menos ocho horas, (7

3.- Resultado del test de tolerancia oral de glucosa con 75 g de glucosa
mayor 0 igual a 200 mg/dl. El test debe realizarse segin describe la OMS,

utilizando 75 g de glucosa disueltos en 400 m! de agua. (7

Los estadios previos al diagnéstico de diabetes, las cifras de glucemia
basal estédn alteradas generalmente como resultado de un estado de
insulinoresistencia inicial. Se engloban en la categoria de homeostasis alterada
a la glucosa, como suelen en las personss gque presentan cierto grado de
obesidad, presentan un mayor riesgo para desarroflar DM, y un mayor riesgo

de complicaciones macrovasculares, (")

1.- Glucemia basal alterada: La presentan aquellos pacientes cuya

glucemia esta entre 100 y 125 mg/dt 17

2.- Intolerancia a la glucosa: La presentan aquelios pacientes que, tras
un test de tolerancia cral a la glucosa presentan glucemia basaf inferior a 126
mg/diy glucemia a las dos horas de |a Sobrecarga entre 140 y 199 mg/di. &7

Etiologia Diabetes mellitus tipo 2

El desarroilo de afteraciones del metabolismo de la givcosa, esta
refacionado bien sea con la deficiencia de |la accién insulinica, con la secrecion
de dicha hormona o aparece por efectc de la combinacion de las dos. La
disminucion de la secrecién de insulina puede estar relacionada a diversas
condiciones, por ejemplo ia reduccion de ta masa total de células B (en caso de
la extraccién quirdrgica del pancreas o a consecuencia de pancreatitis aguda) o
la destruccién autoinmune de dichas células, fendémeno que ocurre en [a DMT.
De manera adicional, algunos defectos genélicos del metabolismo de la célula
B también pueden traducirse en una deficiente secrecidn de la insulina en

respuesta a estimulos fisiologicos. {18
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La resistencia a la insulina (Rl} bien puede estar genéticamente
determinada, como es e caso de los sujetos con historia familiar de esta
enfermedad, o se presenta como resultado de un exceso de hermonas de
contrarregulacion, o por efecto del tratamiento con medicamentos inductores de

resistencia a Ia insulina. (¥

La DM2 exhibe tres fases bien definidas: en primer término se presenta
un estado de resistencia periférica 2 la insulina, asociado z cifras normales de
glucemia, pues hay un incremento de la produccion de esta hormona; en una
segunda fase, a medida gue la resistencia a la accidn hormonal es mas
prominente, la produccion de insulina no es suficiente para controlar las cifras
de glucosa en sangre y, en consecuencia, aparece hiperglucemia postprandial,
y por dltimo, ocurre iz insuficiencia de las céiulas 8 y disminuye la sintesis de

insulina, de modo que aparece hiperglucemia en ayuno '*
Complicaciones de DM2

El tener DM2 aumenta el riesgo de desarrollar varias complicaciones
serias como: retinopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatia diabética
con sus multiples manifestaciones, alteraciones metabdlicas asociadas como
las dislipidemias, complicaciones de etiologia mixta Olceras, pie diabético e

inmunosupresion principalmente. (*9)
Retinopatia diabética

Es una complicacion de ia DM2 que desarrolian en cierto grado la
mayoria de los pacientes con DM2. Asi mismo, es importante resaltar que se
trata de una enfermedad progresiva, agresiva y mutilante: Las lesiones sueien
aparecer a partir de los 10 afios del diagnostico de la diabetes tipo |, mientras
que en los pacientes con diabetes 2 hay lesiones visibles en ef momento del
diagnéstico. La retinopatia diabética tiene por lo general un curse progresivo.

(20)
Nefropatia diabética

La nefropatia diabética constituye una patologia con elevada

morbimortalidad y es la principal causa de ingreso a tratamiento de dialisis;
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constituye una de las complicaciones tipicas de la macroangiopatia diabética,
en cuya patogenia influyen diversos factores , siendo los dos mas importantes,
la hiperglucemia y la hipertensidn arterial, que combinados va a producir

importantes consecuencias clinicas. @

Esta complicacion se desarrolla en el 30 al 50% de los pacientes con

DM1, mientras tanto, la incidencia de nefropatia en DM2 oscila entre el 5-10 %,
Neuropatia diabética

Se define como la presencia de signos y sintomas por disfuncion de
nervios periféricos en pacientes diabéticos; de las neuropatia asociadas a esta
enfermedad, la mas comdn es la sensorio-motora simétrica distal, 1a cual se
manifiesta con dolor, alteraciones de la sensibilidad (guante o caicetin),
alteraciones motoras y de ios reflejos tendinosos y sintormas autondémices; cabe
sefnalar que es la principal causa de amputaciones no traumaticas de ias

extremidades. ©%

Dislipidemias

Las dislipidernias constituyen una alteracién comdin en la DM tipo 2, la
mas comun es la llamada “dislipidemia aterogénica’, elevacidon de los niveles
de triglicéridos séricos, reduccidon del HDL-c y prédominio de las particulas de
LDL pequefas y densas. Pueden ser causadas por defectos genéticos
(dislipidemias primarias), o ser consecuencia de patologias o de factores
ambientales {dislipidemias secundarias). En muchas ccasiones, los defectos
genétices requieren de la presencia de factores secundarios para expresarse

clinicamente (dislipidemias de eticlogia mixta). #®

Existen varios factores involucrados en fa etiopatogenia de las
dislipidemias de 1a DMZ2, destacande aquellos relacionados con cambios
directos de los efectos bioldgicos de la insulina en el metabolismo de las
lipoproteinas, RI, otros derivados de la hiperglicemia, que a traves de la
glicosilacion y peroxidacion, de proteinas estructurales y de fase rapida, al
cambiar la morfolegia y funcicnalidad de ellas y de sus receptores y finalmente
otras derivadas de la aparicion de compiicaciones especificas, como la

nefropatia, "
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En la DM2 pacientes con obesidad, aproximadamente un 80% presentan
RI, y éste parece ser el mecanismo clave de la dislipidemia en estos pacientes.
La secuencia se inicia por la incapacidad de la insutina en condiciones de Rl de
suprimir ia actividad de la lipasa det tejido adiposo, lo que se asocia a una

mayor lipélisis, y liberacién de 4cidos grasos y glicerol, %8
Pie diabético

Ef pie diabético engioba un conjunto de sindromes en los que Ia
presencia de neuropatia, isquemia e infeccidon producen lesiones tisulares o
Ulceras debido a pequefios fraumatismos, produciende una importanie
morbilidad que puede llegar incluso a amputaciones. La mayoria de las
personas con pie diabético presentan enfermedad arterial periférica. La

isquemia y la infeccion pueden estar presentes tambieén. %,
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Obesidad como riesgo de DM2.

La obesidad es el factor de riesgoe de mayor relevancia en & desarrolio
de DM2. Diversos estudios epidemioldgicos demuestran gque aproximadamente
un 80% de los diabéticos de tipo 2 son obesos en el momento del diagndstico.
La incidencia de DM en los individuos obesos es de 3 a 4 veces mayor que en
los individuos delgados. En personas cbesas existe un riesgo progresivo de
desarrollar diabetes a medida que aumenta el indice de Masa Corporal (IMC).
Las personas con un IMC > 27 @ tienen un riesgo siete veces superior de llegar
a ser diabéticos en alglin momento. El incremento de peso en edad adulta se
relaciona con un mayor riesgo de desarroliar DM 2. La disminucion de peso,
aungue sea moderada, se asocia a una mejoria de la esperanza de vida en los
pacientes con DM 2. ©9

Del mismo modo la asociacién entre obesidad y dizbetes de tipo 2
padria estar vinculada causalmente a través de ia inflamacién sistémica. Este
modejo sugiere que el consumao excesivo de alimentos y bebidas con un alto
contenido en grasas y azGcares provoca €l crecimiento de los adipocitos, que
son las células gue forman €l tejido adiposo, especializado en almacenar la
energia en forma de grasas. Al aumentar el tamafio de los adipocitos,
desarrollan hipoxia localizada (falta de oxigeno) y liberan mediadores
inframatorios, como oxigeno reactive e intermediares reactivos de nitrogeno,
que aumentan la insensibilidad a !a insulina. Esto, por Ultimo, genera un
aumento de los acidos grasos libres y la glucemia. La inflamacion inducida por
la obesidad esta vinculada a |la diabetes de tipo 2 al aumentar la insensibilidad

ala insuiina y la disfuncién de las células 8. 3"

Resistencia a la Insulina asociada a la obesidad y DM2
La insulina es el principal regulador de la homeostasis de la
glucosa y los lipidos. La insulina disminuye las concentraciones de glucosa, la
gluconeogénesis y la lisis de glucégeno en el higado, asi como favorece ef
ingreso de la glucosa al musculo estriado vy al tejido adipeso. Por etro lado, 1a

insulina favorece la sintesis de triglicéridos en el higade y en &l tejido adiposo,
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incrementando |a circulacion de las lipoproteinas por estimular |z actividad de la
lipoproteina lipasa en el tejido adiposo e inhibiendo ia lipolisis del tejido adiposo
y misculo. La obesidad juega un papel importante en el sindrome de RI, que
incluye hiperinsufinemia, hipertensidn, dislipidermia, DM2 vy, por sobre fodas las
cosas, un riesgo incrementado a enfermedades cardiovascuiares, incluso en

nifios. 2

Se ha considerado que la obesidad es un estado proinflamatorio, por
cuanto genera una cantidad importante de radicales libres que van a
desencadenar un incremento en el estrés oxidativo, lo que trae aparegjado una
interrupcion de las sefiales de traduccidn de la insulina, con la consiguiente R
La asociacidon de obesidad con el sindrome de Rl y por ende al riesgo de
enfermedad cardiovascular no solo esta relacionada al grado de obesidad, sinc

depende fundamentalmente a la distribucién de la grasa. &

Respuesta inmune y Diabetes

ta palabra inmunidad proviene del latin inmunitas (inmunidad o
proteceion) cuya principal funcién es el de proveer proteccion a los seres

vivos, de acuerdo a su desarrollo evolutivo. &4

La respuesta inmune juega un papel muy importante durante el proceso
fisiopatelogico del desarrollo DM2, se ha descrito que ef incremento en la
destruccion de las células B del pancreas, desencadenan mecanismos en los
que esta intimamente relacionada la inflamacion, que es considerara como una
funcion homeostatica de proteccion y de defensa, caracterizada por rubor,
dolor, edema y falta de funcidn en la zona afectada, si el proceso inmuncldgico
reparador del dafo es ineficiente, existe el riesgo del incremento de radicales
libres y por lo tanto la induccion especies reactivas de oxigeno {EROS).®®

En la inflamacién participan tanto elementos celulares como humorales,
proximos a la lesion, en el que la inmunidad celular esta mediada por los

linfocitos T y sus productos como las citocinas &%
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Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular esenciales para
comunicacion intercelular, son producidas por varios tipos celulares,
principalmente por el Sistema Inmune (S1). Estos mediadores solubles
controlan muchas funciones fisioldgicas criticas tales como: diferenciacion y
maduracién celular, inflamacién y respuesta inmune local y sistémica,
reparacion tisular, hematopoyesis, apopfosis y muchos ofros procesos
biologicos. %)

Cada citocing se une a un receptor de superficie celular especifico
generando cascadas de sehalizacion celular que aiteran la funcidn celuiar. Esto
incluye la regulacion positiva o negativa de diversos genes y sus factores de
transcripcion que resultan en la produccion de otras citocinas, 0 un aumenio en
el nimero de receptores de superficie para otras moléculas, o la supresién de
su propio efecto mediante retroregulacién, “9
Las citocinas se pueden agrupar en 4 grupos funcionzles de acuerdo al

sitio 0 fase especifica de la respuesta inmune en la que actlen, asi:

1. Citocinas proinflamatorias, actian en la respuesta inmune

innata, inespecifica o inflamacién.
2. Citocinas gue favorecen el desarrollo de inmunidad cefular

y/c citotoxica.
3.  Citocinas que favorecen la produccion de las diversas

clases de inmunoglobulinas o Inmunidad Humeral y
4. Citocinas  con  funciones  extra-inmunolégicas  y/o

homeostaticas,

La DM es un proceso inflamatorio cronico que a su vez propicia la lesion tisular
con su respectiva accidn de mediadores proinflamatorics, como son las

citocinas IL-6 y TNF-a.
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IL-6

La IL-6 es secretada por varios tipos celulares, entre los cuzles se
encuentran las células del sistema inmune, fibroblastos, céiulas endoteliales,
musculo esquelético y tejido adiposo. Esta proteina se secreta en forma
glucosilada cuyo peso molecular es de 22 a 27 kDa y se une a su receptor
transmembranal. Esta puede ser secretada por distintas c¢élulas, como
macréfagos, células T, fibroblastos, hepatocitos, células endotelisles, vy
newonas. Las principales fuentes en el organismo humano son las células T y
B, fibroblastos, y macréfagos. La sintesis de IL-6 por células secretoras es
compleja y depende de {a interrelacion celular. De esta manera, las células T
requieren de [a estimulacion previa por mongcitos para su secrecion, mientras
que fos monocitos son capaces de sintetizar HL-6 sin la necesidad de otras

céiutas, Y

IL-6 tiene ademas de sus acciones inmunocreguladoras acciones de
homeostasis de ia glucosa y e metabolismo, directa e indirectamente por la
accion sobre las células del musculc esquelético, los adipocitos, los

hepatocitos, las células pancreaticas B-, v las células neuroendocrinas. 42

Numerosos estudios sugieren un papel fisiopatoldgico en el desarrollo de
DM2 aitas concentraciones de IL.-6 y iz induccién de proteinas de fase aguda
como la proteina C reactiva (pCr), conocidos como marcadores de inflamacién
sistémica, ambas actlan sinérgicamente para producir proteinas det

compiemento como mecanismo de respuesta inmune innata
TNF-a

Es una proteina que se expresa como un péptido de 26 kDa en la
membrana celular y sufre un corte que da iugar a su forma soluble de 17 kDa.

ks una citocina proinflamatoria multifuncional secretada
predominantemente por monocitos/macréfagos y células T. Su principal funcidn
es e reclutamiento y estimulacion de neutrdfilos y moncecitos, junto con la
induccion y regulacion de mediadores de fa inflamacion, ya que desempeaia un

importante papel en la proteccion frente a la infeccidn bacteriana. A nivel
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sistémico se relaciona con estados febriles, shock, necrosis tumoral y apoptosis

celular, &3

Una vez que la DM2 esta establecida como enfermedad crénica es dificil
revertir el dafio fisiopatologico, sin embargo en el intento de mantener un
estado homeostatico regulador de {a glicemia, existen aiternativas

farmacolégicas convencionales.

Tratamientos farmacolégicos

Los agentes crales estan indicados en aquellos pacientes en gue las
recomendaciones iniciales para llevar a cabo un adecuado contral glucémico
con la dieta vy el ejercicio fallan. Ha mostrado que la DM2 es un trastorno
progresivo que puede ser tratado inicialmente con agentes orales en
monoterapia, pero puede requeric el uso de otros féarmacos orales en

combinacion. En otros pacientes |a terapia con insulina puede ser necesaria #

La secrecion de insuiina disminuye progresivamente y casi todos los
pacientes con DM2 can niveles de glucosa plasmatica que exceden niveles de
180 2 200 mg/dl, tienen unz respuesta & ia insulina plasmatica que es
deficiente en términos absolutos; de aqui que los medicamentos que mejoran la

secrecion de insulina puedan ser efectivos para el tratamiento de estos
}

pacientes.

Las sulfonilureas son los farmacos de primera linea cuando no se logran
las metas del tratamiento con el manegjc no farmacolégico. Estimulan lg
secrecion de insulina, mediante |a estimulacion de las células beta de los
isfotes de Langerhans del pancreas, a través de la inhibicion de la bomba
adenosintrifosfatasa (ATPasa). Aunque este es su principat efecto y reconocido
durante muchos afos, recientemente se le atribuye un efecte sobre fa inhibicion
en [a formacion de glucosa a nivel hepatico al reducir en promedio alrededor de
1.5% de Hemoglobina glicositada (HbA1c). Presenta efectos secundarios,
principalmente hipoglucemia, aungue ne son tan frecuentes y suelen ser no
graves. Se considera comgn un incrementa de peso de alrededor de 2 kg,

sobre todo at inicic del tratamiento. ¥
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Las Biguanidas como |a Metformina es un farmaco de gran efectividad
para disminuir los niveles de glucosa plasmatica; también reduce los niveles de
trigiicéridos y colesterol; la metformina trabaja reduciendo Iz produccion basal
de glucosa hepatica y reforzando la sensibilidad a Ja insulina en &l masculo. Es
el Gnico agente oral antidiabético que cuando es usado en monoterapia ha
mostrado una reduccion en las compliicaciones macrovasculares de la
enfermedad. La mayoria de los pacientes manejados con metformina pierden
peso. Se recomienda iniciar el uso de metformina a dosis de 500 a 850 mg al
dia, ajustando la dosis de acuerdo con la respuesta, sin exceder los 3 gr al dia.

(a7

Modelos experimentales en el estudio de DM2

Se utilizan tanto para el estudio de ia eticlogia de la DM2 como parte del
estudio de los mecanismos involucrados en las complicaciones, ya que las
caracteristicas generales de ia diabetes en los animales son similares a los de
la diabetes humana. Estos modeios permiten simular algunos fenémenos que
se observan en la clinica y contribuyen al conocimiento de los factores

fisioldgicos, bioquimicos y ambientales que predisponen a la enfermedad.

La induccibn quimica ha demostrado en los  animales de
experimentacion gue en fa administracion de diferentes sustancias provoca
situaciones experimentales similares a la diabetes. Entre estos agentes
quimicos, e Aloxano es uno de jos mas efectivos y comunmente utilizados;
destruyendo las células 3-pancreaticas por !0 gue pueden llegar a provocar
ambos tipos de DM, administradas ya sea intravenosa, intraperifoneai o

subcutanea.

Algunos de estos animales (Tabla 1) pueden llegar a producir un alte
nivel de glucemia. Diversos factores genéticos y ambientales, edad,
alimentacion, cautiverio, influyen en la forma de manifestacion de este
sindrome, el cual ha sido estudiado en distintos modelos como se muestra en

Iz (tabla 1), *¥
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TABLA 1 Especies de modelos experimentales que llagam a desaroliar Diviz
Fuexte: Clifford J, Flan R. Animals sindromes of non insulindependznt diabetss meBjms. Ea: Pickup €, Winisiams G, ads.
Tubook: of diabates maliitas. 2nd o4, New York: Blackwell Science: 1988:23.1.23.25,

Terapias alternativas naturales

Por medicina alternativa se considera al conjunto de disciplinas
terapéuticas y diagndsticas que existen fuera de las instituciones del sistema
de salud convencional. El uso zctual de esta 'clase’ de medicina estd muy
extendido, tanto en el mundo industrial como el preindustrial. Parte de
creciente uso de las terapias alternativas se debe a su reciente validaciéon

profesionat. %

La OMS hace mas de 20 ahos recomendd mayor investigacion sobre el
uso de plantas medicinales como tratamiento de {a diabetes mellitus; el interés
se ha centrade en la bdsqueda de principios activos hipoglucemiantes y(o)
antihiperglucemiantes. Desde el punto de vista farmacolégico, plantas
potenciaimente Utiles actuarian a través de multiples sitios diana y mecanismos
de accidn, lo que, por la patogenia multifactorial de la enfermedad, representa
una ventaja sobre hipoglucemiantes conocidos; la combinacidn de principios
activos de una misma planta o diferentes, con efectos farmacologicos
sinérgicos, agonistas o antagonistas, pueden incrementar su eficacia vy

minimizar efectos adversos. &%

Se han reportado un sinnUmero de especies vegetales con efectos
hipoglucemfantes; sin embargo, la mayoria se utilizan de manera anecdotica o
tradicional. Se presentan algunas especies en la tabla (2) reportada en la

revista Fitoterapia.
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PLANTA:NOMBRE FUNCION DOSIS
COMUN/ HIPOGLUCEMIANTE
CIENTIFICO
Se obtiene por molienda de los | Se recomienda
Goma guar endospermos de las semillas. Su | administrar una
(Cyamopsis funcién hipoglucemiante se debe | dosis inicial de 4,5

tefragonofobus L.)

principalmente a la viscosidad
que alcanza el mucilago en
contactc con el agua, capaz de
de

los hidratos de

disminuir la  velocidad
absorcion  de
carbono y de retrasar el vaciado
gastrico, lo que conlleva una
mejor utilizacion de la insulina
endbgena, disminuyendo Ia
hipergiucemiz; asimismao,
también contribuye a disminuir la
colesterolemia, principalmente el

cLDL.

g/dia de goma guar
en el desayuno,

dosis que puede
incrementarse a
intervalos
semanales hasta 4,5
g/8 h en las comidas
principales.

Se considera que el
consumo diario de

hasta 20 g/dia de

goma guar
parcialmente
hidrolizada es
seguro.

Momardica
{Momordica
charantia L.}

La momordica o meldn amargo
es una de las especies vegetales
con un mayor potencial como
hipoglucemiante.

Se emplean sus frutos, aungue
también se utifizan las semillas,

hojas y toda la planta.

[La actividad hipoglucemiante se

ha puesto de manifiesto con

El farmace es
bastante seguro, no
se han observado
sintornas de
toxicidad cuando se
ingiere con
alimentos, ri
tampoco con fa
administracion de

diversos extractos
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todos los drganos de la planta,
pero principalmente con los
frutos. Parece deberse a las
saponinas esteroidicas, a los
péptidos (similares a la insulina) y
a los alcaloides, pero se
desconcce si la actividad se debe
principalmente a uno de los

grupos o al conjunto.

en los ensayos
efectuados sobre su
actividad.

No se recomienda
su administracion a
niftos pequefios ni
durante el
embarazo, ya que
tradicionaimente se
ha considerado esta
especie como

abortiva.

Alholva
{Trigonella foenum-

graecum L.)

El farmaco son sus semillas, en

cuya composicion quimica
destacan aminoacidos glucidos,
protidos, lipidos, alcaloides
flavoncides, esteroles. Entre los
componentes causantes de la
actividad hipogiucemiante parece
importante el

4-hidroxi-

tener un papet
aminoacido  aislado,
isoleucina. Este parece ejercer
un efecte directo sobre isiotes de
tangerhans, incrementando la

liberacivon de Insuling inducida

por glucosa.

La dosis
recomendada como
hipogiucemiante o
en ia
hipercotesterolemia
es de 25 g/dia de

semillas

pulverizadas 0
preparados J
equivalentes. La
alholva se puede

administrar en forma
de infusién, extracto |
fluido, tintura, etc.
Por via topica puede
afiadirse al bafo o
emplearse en forma
de

ungiento, etc.

linimento,
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[ Gimnema Constituido por las hojas, en cuya | Se ha demostrado]

(Gymnema composicion quimica destacan | que gimnema no
sylvestre) las  saponinas  triterpénicas, | sdlo es capaz de
resinas, compuesios | reducir los valores
nitrogenados (betaina, colina y | de glucosa

trimetilamina),  triterpenos vy | plasmatica y de
esteroides (estigmasterol). hemoglobina
glucosiiada, SinG

que también es

capaz de
incrementar las
concentraciones

séricas de insulina,
lo que supone una
posible accion
reparadora en las
células B
pancreatica.

Se utitiza una dosis
de 400 mg de
extracto hidrosoluble

& \ de hojas

Tabla 2 PRINCIPALES PLANTAS CON EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE
ACUERDO A DOSIS. Fuente: Plantas medicinales con  actividad
hipoglucemiante. (Revista Fitoterapia, Volumen 3, Numero 2, noviembre de
2003)

Uno de los fitefarmacos usados para el tralamiento de la DM2, es la
Azadirachta indica o Neem que es la planta medicinal mas tradicional y dtil en
la india. Cada parte del arbol de Neem tiene propiedades medicinales y por lo
tanto susceptibies de explotacian comercial. Se han encontrado compuestos
quimicos deniro de los compuestos de Neem y se han iogrado avances con

respecto a la actividad biologica y medicinal de ella. ©7
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La planta medicinal Azadirachta indica es originaria de la India
conocida como margosa, descrita en 1830 por De Jussieu, llamada también

arbol de Neem en Inglés y paraiso en espanol, y su descripcion taxondmica es;
52}

Orden. Rutales
Suborden: Rutinae
Familia: Meliaceae
Subfamilia: Melioideae
Género: Azadirachta

Especie: indica

Azadirachta indica conocido comunmente como margosa y paraiso de
la India en espafiol y como Neem en inglés e hindi, es un &rbol de tamario de
mediano a grande, caracterizado por su fuste corto y recto, una corteza
arrugada de color de marrdn oscuro a gris y una copa densa y redondeada con
hojas pinadas. Nativa al sur de Asia, la margosa se planta y naturaliza

extensamente en las dreas semidridas a travas de Asia y Africa. 2

Los multiples usos del Neem le han dado apodos como “arbol de
milagros” o “farmacia del pueblo”. Se utiliza para tratar enfermedades de Ia piet,
contra dolores, flebres e infecciones. La madera sirve de combustible, en la
construccién y en la fabricacion de muebles. La fler atrae a las abejas que
producen una miel de sabor agradable. Las propiedades de este arbol han sido
aplicadas en la agricultura, como repelente de insecltos, en medicina,
veterinaria y cosmética, .

Por ser un arbo! que crece con facilidad, necesita poca atencion, da
sombra, purifica el afre, tiene un sistema radical profundo, puede servir de
abono, medicina, insecticida, proporciona madera y tambien da sombra, una de
las caracteristicas notables gue presenta el arbol de Azadirachta indica es

que est virtualmente libre de insectos y nematodos. &%
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Imagen 1. Arbol de Neem (Fuente: neemélife.com)

Como insecticida natural se han encontrado distintos compuestos; las
hojas y los frutos contienen una mezcla de ingredientes activos y como
principal sustancia se considera la azadirachtina, encontrando su mayor

concentracion en las semillas. %8

Tiene también actividad fungicida y fungistatica de Neem. En este caso,
no es el azadirachtin que es responsable de esta accién. Se sabe que el aceite
de Neem, del cual se ha sacado el azadirachtin, resulta ser un potente
fungicida. La corteza y las hojas pulverizadas tienen muchos usos, incluso
como desinfectantes. Si se aplica el polvo sobre animales domésticos, se
controlan eficazmente pulgas, garrapatas y otros ectoparasitos. Para el control
de ciertos tipos de dermatitis e infecciones de la piel se vienen aplicando
extractos acuosos de Neem. Las aplicaciones topicas se usan también para
eliminar toda clase de ectoparasitos humanos. Tomado por via oral, el extracto

de Neem parece tener propiedades antibidticas. ©”

Algunas de las propiedades biologias del Neem se puede apreciar en la
tabla (3):
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Estructura Actividad Biolégica Autor
Utilizada De
Arbol De Neem |
Extracto  acuoso | Efecto de extracto acuoso de | Dorababu M,
de la planta Neem como Protector de ulceras | Department of

gastricas

Pharmacology, 2006

Extracto en hoja y

Comparacién entre glibenciamida

Khosla P, Indian J

aceite esencial | y Neem como control en el efecto | Physiol Pharmacol.
de semilla hipogtucémico en congjos | 2000 Jan; 44(1):69-
diabeticos. 74.
Efecte protector de extracto de ! Gupta S, Division of
Extracto de | semillas de Neem en esirés | Pharmacology and
semilia oxidativo causado por induccién de | Toxicology,  Indian
Estreptozotocina (EZT) en ratas, Veterinary Research
Institute, tzatnagar
243
122, UP, India.

international Journal
of Pharmaceutic
Review and
Research.2010

Halim EM. National

Extracto de hoja | Control en la disminucion de

deshidratada de| niveles de glucosa utilizande | Chemical

hoja de Neem extracto de hoja deshidratada DE | Laboratory, Pune
Azadirachta Indica y Abroma 411008, India
augusta.

Extracto de Kausik Biswas.

aceites de semilia, { Antiariritico, Antipirético, | Department of

extracto  acuoso | Antihiperglucemiantes, Physiology, Indian

de hoja, infusién | Espermicida, tratamiento en | Institute of Chernical

de hoja | ulceras  gastricas,  Antifingico, ! Biology, 4, Raja S.C.

deshidratada, Antibacterial, Diurético, | Mullick Road,

corteza de arbol | Antitumoral, Inmunomoduiador, | Kolkata. India. 2007

de Neem.

Artiinflamatorio.

Extracto alcohdlico | Utilizacion del extracto alcohdlico | Vazquez, H.
de hoja de Neem |de Azadirachta indica como | Minerva Revista en
bactericida de importancia médica | linea CIC-UES
contra E.cofi, Staphylococcus | Diciembre 2007 Vol
aureus ¥ Staphylocuccus | 1
epidermis.

Extracto de hojas

Efectos  antihiperglucemiantes vy

Shradha Bisht.
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de Neem

Antidislipidemicos de extracto de
planta de Azadirachta indica en
efectos de diabetes inducida por

STZ

B.N.College of
Pharmacy, Udzipur,
Rajasthan American
Journal of
Biochemistry and
Biotechnology. 2008

Emulsion
semilla

de

Actividad de aceite de Neem come
actividad larvicida y repelente de

MOSCOS.

Virendra K Dua.
Malaria Journal
2009, 8:124

Tabla 3.Estructuras del arbol de Neem, sus diversos tratamientos clinicos y

meédicos.
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Planteamiento del problema

La diabetes mellitus (DM} es un grave problema de salud con alta
prevalencia e incidencia y forma parte de fas primeras causas de mortalidad en
todo el mundo. La DM2 estd asociada con varias complicaciones de salud
como retinopatia, neuropatia diabética, enfermedades renales, Jlceras e
inmunosupresion transitoria. La farmacopea utilizada para el manejo de
diabetes a largo plazo suele tener efectos téxicos que por sus consecuencia

van en deterioro de la salud del paciente.

Actualmente se ha incrementado el uso de producios naturales, como
alternativa farmacologica en el mangjo a la DM2, en [a mayoria de ellos se
observa el efecto hipoglucémice, tal es el caso del uso de la infusion de
Azadirachta indica det arbol de Neem, este producto natural es ampliamente
utilizado en la India. Sin embargo se desconoce el efecto en la respuesta
inmune celular v en la expresién de las citocinas IL-6 y TNF-alfa de la infusién

de Azadirachta indica en el modelo experimentai de DMZ.
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Hipotesis

La infusién por via oral de Azadirachta indica en ratas diabeéticas tipo 2
mejora la respuesta inmune celular y reduce la concentracion de las de
citocinas [L-6 y TNF-a.
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Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune celular y la expresion de citocinas iL-6 y
TNF-a en ratas diabeticas tipo 2 expuestas a2 Azadirachta indica como

tratamiento hipoglucemiante.

Objetivos especificos

+ Establecer el modelo de DM2 en modelo murine inducides per Aloxano.

+ Determinar la concentracion de glucosas sanguineas y peso corporal en
grupos control y experimentales.

« FEvaluar Ja Respuesta inmune Celular en suero de ceélulas
mononucleares de sangre periférica y células esplénicas, en grupes
experimentales y controi.

» Medir la concentracion de las enzimas hepéaticas AST y ALT

+ Cuantificar los niveles de la citocina IL-6 y TNF-a. en grupos

experimentales y control.
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Metodologia.

Diseiio de estudio:

Longitudinal, experimental, observacional, analitico.

Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas machos Wistar adultas siguiendo los lineamientos de
manejo de animales de laboratorio de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062.Z200-1999), en la seccidn de manegjo y sacrificio de animales. Para
el caso de los métodos y procedimientos de reactivos guimicos y materiales
biotdgicos de acuerdc a la NOM-087 ECOL-SSA1-2002. El presente proyecto
fue aprobado por los comités de investigacion, Etica y Bioseguridad, con el
numerg Cl/028/2010

Se utilizaron 40 ratas machos de la cepa Wistar adultas, con un peso de
150 grs de peso.
El trabaje experimental esta dividid en 2 etapas de |a siguiente manera:

Primera Etapa.

En esta primera etapa se establecio el modele de DM2 por lo gue se
uliizaron 15 ratas. Divididas en 2 grupos con 5 ratas control y 10 para
induccion de DM2

Las ratas Wistar macho se expusieron a una nutricion enriquecida de
colesterol y giucesa al peso de 150 gr se indujo la destruccion de las céiulas
beta a través de |a inoculacion via intraperitoneal de Aloxano (SIGMATM) a una
concentracion de 50 mg/kg de peso. Para comprobar gue les animaies
desarrollaron DM2 se evalud ef nivel de glucosa en sangre mediante el método
enzimatico de glucosa oxidasa y peroxidasa (God-Pod), mediante el uso

glucdmetro marca (Accutech ™).
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Segunda etapa

Una vez establecida la dosis de Azadirachta indica y el modelo

expermental de DM2 se formaron 3 grupos de la siguiente manera.

Grupo 1
Este grupo se conformé por 5 ratas sanas (ad /ibitum) consideradas como,

dosis placebo de agua consideradas como grupo {control -)

Grupo 2

Grupo de ratas diahéticas consideradas como grupe (control +)

Grupo 3

Ratas diabéticas expuestas a la infusidon oral de Azadirachta indica con la
concentracion estandarizada de acuerdo a la curva dosis respuesia

previamente estandarizada.

Preparacidn de la infusion

Para elaborar [a infusidn de tas hojas de Azadirachta indica se colocaron
0.5 gms/rata en un recipiente con 5 ml agua caliente, se tapé y se dejé reposar
durante 5 min, se dosifico una dosis diaria de 1 ml. Via oral con la utilizacién

de una canula, estandarizada en tiempo.

A Todos los animales experimentaies y controles de las diferentes
etapas se cuantifico el nivel de glucosa en sangre mediante tiras reactivas y se
calcuiarg mediante una formula estandar de glucosa de 100 mg/d, a través de

un giucometro marca {Accutech™).

Cuaitivo celular
Segin Mossman para evaluar la respuesta inmune celular se realizaron

ensayos de actividad proliferativa, en células esplénicas (bazo) y células

mononucleares de sangre periférica (SP) en las ratas experimentales y control.

La respuesta inmune ceiular se reaiizo mediante cultivo celular, se tomo
sangre periférica a través de puncidén intracardiaca con aguja heparinizada. Se
procedid a obtener céiulas mononucieares purificadas con g utilizacidon de un
gradiente de separacion Lymphoprep (Nycomedw) con una densidad de 1.007,
a temperatura ambiente (TA) se centrifugo a 1,500 RPM, durante 30 min
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posteriormente se obtuvieron las células purificadas y se realizaron lavados con
PBS a un pH de 7.2 y se centrifugaron a 1,500 RPM a 4°C 2 veces

consecutivas.

Para la obtencion de células esplénicas (bazo) una vez que se sacrificd
a las ratas experimentarles y controles bajo condiciones de esterilidad por calor
se hizo la diseccion del bazo en medio de cultivo RPMI-1640, vy se homogenizo
el tejido en caja de petri, esta mezcla se depositd en un tubo con gradiente de
Ficolt con una densidad de 1.006, se centrifugd a 1,500 RPM durante 30 min y
se realizaron 2 lavados consecutivos con PBS con un pH de 7.2 |, una vez
obtenida la poblacién purificada (células mononucleares y células esplénicas
respectivamente) se procedid a verificar la viabilidad con azul de tripano
(Sigmam) e inmediatamente las células se cuantificaron en una camara de
Neuvauer (Reichenm), utilizando una solucidn de liquido de Turk (solucién

acido acético al 3% con agua destilada).

En placa de cultive se agregaron 8X10° células {de manera
independiente las células mononucleares y fas células espiénicas} por pozo
con y sin Fitohemagiutinina (PHA) (Sigmaw) a una concemracion final de
10ug/mL se incubd durante 72 horas, en estufa de cultivo en ambiente de
humedad del 98% y con una concentracion del 5% de CO2Z, posteriormente se
adiciond MTT (Sigma™), (3,[4,5 Dimethylthiazol-2-yl] -2 5-diphenyl-tetrazolivm
bromide), posteriormente se incubd 2 horas mas a 37 °C en estufa de cuitivo
con una concentracion de 5% de CO2 después se agrego buffer de extraccion
gue contiene 20% de SDS (Sigma™) 50% de Dimetil-Formamida (Sigma™) y
50% de HzC estéril vy se incubé de nuevo durante 18 horas mas, una vez que
concluyd la incubacion se procedié & realizar |a lectura en especirofotometro
(Biotek HT-Sinergy™) lector de ELISA a una longitud de onda de 570nm.

De manera independiente se obtuvo SP de las ratas control vy
experimentales, se centrifugd fa muestra 2 3000 RPM durante 10 minutos a TA
para obtener suero al cual una vez obtenido se agregd un inhibidor de
proteasas (GE Healtcare™) para posteriormente evaluar la concentracion de
las citocinas IL-6 vy TNFu soluble, mediante el uso de Kit's comerciales de

ELISA (R&D™) gue se cuantificd en un lector placas de ELISA (Biotek HT-
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Sinergy“") a una longitud de onda de 405 nm con correccién de (400-630 nmj,

los resuftados obtenidos se expresaran en concentracion nmol/mL.

Ademas se evalud la concentracion de enzimas hepaticas Aspartato
Amino Transferasa (AST) y Alanin Amino Transferas (ALT), para evaluar dafio
hepatico, mediante ensayos colorimétrico enzimatico (Merckm)

Andlisis estadistico

Para el andlisis de fas variables inmunologicas se empled Andlisis de Varianza
y dependiendo del resuitado vy distribucion se usd pruebas paramétricas (t de
Student) o no paramétricas (U de Mann-Whitney). Se categorizd las diferentes
vanables cuantilativas y la distribucion de estas en el grupo control {(sin
diabetes, con diabetes, con diabetes e infusién de Azadirachta indica). Se
realizd correlacion de Pearson entre las variables cuantitativas como la
concentracion de Glucesa, AST, ALT, vy citocinas proinflamaterias y una

corelacion de Spearman entre el IL-6, TNFa, AST v ALT.

Bioseguridad: Los metodos y procedimientos que se aplicaron en este
proyecto no impactaron el medio ambiente, Los reactivos quimicos y los
.materiafes biclégicos fueron descartados segin la NOM-087-SEMARNAT-
SS5A1-2002 y, para procedimientos, manejo v desecho de productos bioldgico-
infecciosos, quimicos y radivisétopos NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-052-
SEMARNAT-2005. Se emplearon bolsas con el color estabiecide para
desechos bicldgico infecciosos boisa roja para e! desecho de algeddn y gasa
con sangre y contenedores rigidos para {tubos con Ssangre inactivada
previamente con cloro) para punzocortantes considerado como desecho por la
NOM-087 como {agujas de vacutainer que se utilizé en la toma de muestra) se
desecharan en recipiente rigide de popifpropileno etiquetado siguiendo la NOM.
Los reactivos de desecho (producto del andlisis de cultivo celutar, y ELISAS) se
desechd en bolsa roja de polipropileno debidamente etiquetadas de acuerdo a
la norma cuya leyenda dice desechos sdlidos no peligroses para su postericr
incineracién. El centro Universitaric de Ciencias de la Salud cuenta e! servicio
de una empresa contratada para el manejo y disposicién de los residuos

patologicos y quimicos. No se empled materiales radicactivos o productes que
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dafien al ambiente o que expongan la salud de los investigadores, estudiantes

y trabajadores del centro Universitario

Resultados

Para la estandarizacion del modelo al azar 10 ratas fueron seleccionadas z
las cuales se inoculo por una sola ocasion (200 mg/mL) de Aloxano via
intraperitoneal y debido al alto indice de mortalidad por la susceptibilidad al
quimico, logramos obtener unas (n=6} ratas dizbéticas; ias ratas
seleccionadas como controles dnicamente se inoculo vehiculo por la misma

via.

Ambos grupos recibieron dieta enriquecida compuesta por {10% de colesterol,
10% de glucosa y un 70% de aceite de coco, todos estos componentes
embebidos en alimento especial para roedores) para establecer las condiciones
ideales de la DM2, Ias ratas fueron alimentadas de la misma manera durante 3
semanas consecutivas y se registro el peso asi como la concentracion de

glucosa sérica en ambos grupoes.

Para |a toma de muestra ambos grupos se dejaban en ayuno durante 12
horas y se registraba la concentracién de glucosa a través del método God-Fod

tal como se describe en material y métodos.

En esta primerz etapa observamos s siguientes resultados, no
encontramos diferencias significativas en relacion al peso en ambos grupos
control versus grupo experimental (133.81 + 24.66 vs 163.62 = 17.33)

respectivamente {Figura 4).

En refacién a la concentracidn sérica de glucosa el grupo control no
presentd cambios significativos, sin embargo el grupo experimental de
induccion con Aloxano se incrementd por arriba de 150 gr/dl a partir de la
primer semana, {180.15 + 94.23 vs 65.45 3 0.887) comparado con el grupo
control durante tres semanas consecutivas encentrandose una  diferencia

estadisticamente significativa p<0.000, se verificé el peso por semana y se
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cuantificd la glucosa sérica respectivamente, datos se representa en la (Figura
5).

Este modelo fue realizado por duplicado para verificar el modelo de
DM2, se sacrificaron las ratas previa toma de sangre periférica por puncion
cardiaca para cuantificar la concentracion sérica de citocinas, graficos
representativos en la (Figura 6). Para el caso de IL-6 (6.8 = 2.0 vs 14.14 vs
3.68%), y para TNF-alfa (1.20 + 0.55 vs 3.72 + 0.72%), con una diferencia
significativa p>0.004 para ambas citocinas.

Promedio de peso (grs)

H Grupo Control
150 — — = T
} m Grupo Experimental
100 ’ 4 o e e
I
so L _ . A

Figura 4 Peso de ratas machos wistar controles y diabeticas durante 3 semanas consecutivas
para estandarizacion del modelo de DM2, los datos son expresados en promedios mas DS, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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~ Concentracién sérica de glucosa (mg/dL)
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i | . e 2 = = W grupo control
300 ——— s S B grupo experimental

Sem3

~ basal Sem1 Sem2

Figura 5 Valores obtenidos de glucosa sérica de las ratas machos wistar controles y diabeticas
observado en un periodo de 3 semanas consecutivas para estandarizacion del modelo de DM2,
los datos son expresados en promedios mas DS, se observaron diferencias estadisticamente
significativas con una p>0.004 en el grupo de ratas experimentales vs control respectivamente.

Concentracion sericade IL-6 Concentracion serica de TNF-a
(pg/mL) (pg/mL)
20
4 T . i - —
15 - e
3 S y—
10 = 2 s ]

:
i N N

Control Experimental Control Experimental
Figura 6 Se encontré una diferencia significativa en la concentracién de IL-6 del grupo
experimental vs control representacion en A), para el caso de B) TNF-a, se observo una
menor concentracion en el grupo experimental sin embargo también se observo diferencia
significativa en el mismo grupo experimental con una p>0.004 para ambas citocinas.
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Una vez verificado dicho modelo se realizé una seleccién al azar de 15

ratas para establecer la segunda etapa.

Los grupos seleccionados comprendidos de 5 ratas ¢/u y se clasificaron de
la siguiente manera:

* Control negativo (dieta modificada sin diabetes)
|
* Control Positivo (dieta modificada + diabetes)

» Tratamiento (dieta modificada + diabetes + Neem)

Una vez clasificados los grupos se registrd el peso y se etiquetaron

debidamente las jaulas para iniciar con el registro de peso individual en los
o | o ;

grupos, se indujo DM2 para el grupo control positivo y el experimental

expuesto a Neem durante 6 semanas.

Los datos registrados del peso se observan en la (figura 7), cabe mencionar
que para inducir la DM2 las ratas seleccionadas al azar de la misma camada
deben alcanzar un peso de 150 grs, como se puede observar en la grafica,
para el caso de los controles que solo recibieron la dieta modificada se observo
incremento de peso, para el caso de ambos grupos de diabetes se observaron
pequefias variaciones con relacion al peso, sin embargo el grupo de
tratamiento con Neem mostro un discreto incremento de peso a partir de la
segunda semana, sin embargo nunca se equiparo al promedio de ambos
grupos tanto el control como las ratas diabéticas y se observo una ligera
disminucion del peso en el grupo de ratas con DM2 mas Neem.

——Control Negativo  =——Control Positivo  =—Tratamiento

240

220 1

200 - == %—
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Inicial Tomal Toma2 Toma3 Tomad4 TomaS Sacrificio

Figura 7. Peso corporal. Datos expresados en promedio = Desviacion Estandar.



Promedio de glucosa (mg/dL) por grupo

Tratamiento

Control Negalivo  =——=Control Posilivo
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Figura 8. Cuantificacion de glucosa en sangre periférica valores expresados en
promedio con su respectiva DE se observo diferencia significativa del grupo control
con los grupos experimentales de DM2 y DM2 + Neem respectivamente.

Se evalud la concentracion de glucosa en los tres grupos y se observé una
diferencia altamente significativa del grupo control vs grupos experimentales de
DM2, con una significancia menor de p>0.05 para el grupo de tratamiento de
Neem y una p<0.004 en el grupo de DM2 sin tratamiento datos representados

en la (figura 8) y el concentrado de los datos se representan en la (tabla 4)

Toma de Glucosa (mg/dL)

2 3 4 5
Grupos Basal | Aloxano|1 6 Sacrificio
Control | 640 | 656 | 66.4 | 658|650/ 750756738 7286 NS

DM2 69.0 | 201.6* | 155.0 |295.8|346.0/380.4|382.0|387.2| 348.0 |p>0.004
DM2+Neem| 704 | 370.6% | 224.2 |340.8|315.4|324.0/322.0/315.0| 318.0 |p>0.001

Tabla 4. Concentracién de glucosa en sangre periférica de los grupos estudiados, los resultados son
expresados en promedio + DE, la significancia descrita es en ambos grupos de diabetes basal vs
semanas de tratamiento.

Se evalud la respuesta inmune celular al finalizar las 8 semanas de
tratamiento, se anestesiaron las ratas para realizar una puncién intracardiaca y
se obtuvo la sangre periférica, para obtener células mononucleares, tal como




se describe en material y métodos y se evalud la respuesta inmune, una vez
obtenida la muestra sanguinea se procedio a realizar diseccién de los érganos
y se obtuvo el bazo para de igual manera evaluar la respuesta inmune en

células esplénicas.

Se observé una disminucién en el indice de Proliferacion (IP) de las
células mononucleares del grupo de ratas con DM2, y con DM2+Neem, con
respecto al control, sin embargo el grupe de ratas diabéticas y que recibieron
por via oral Neem se observé un discreto incremento (1.816 = 0.10 vs 1.278 =
0.30 vs 1.532 = 0.11) datos representados en la (figura 9) letra A, en tanto que
las fotografias B, C, D, son representativas del comportamiento de la
proliferacion de células mononucleares de sangre periférica en los tres grupos

estudiados.

Resultados similares fueron encontrados en el cultivo de células
esplénicas en los tres grupos estudiados (1.844 = 0.19 vs 1.414 + 0.17 vs
1.478 + 0.071) representacion en la (figura 10) A, y en las fotografias B, C, D,
se observd el comportamiento proliferativo de las células esplénicas de 3

grupos respectivos.

Hespuesta mmume de celulas mononucleares encatascon DM v
Hatamiento con Meem

2.5 —= — —

1P (sromm;

»

0.5 —

Control

B Cc

FIGURA 9 Respuesta inmune a través del (IP) en los grupos de estudio en la A) los resultados
estan representados en Promedio = DS.
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Respuesta mmune de celulas esplenicas en ratas con DM2 v
tratamento con Neem A

2.5 = —

I.P {ST00m)

Control DM2 + Neem

C D

FIGURA 10 Respuesta inmune a traves del (IP) en los grupos de estudio en la A) los resultados estan
representados en Promedio  DS.

Con relacion a la concentracion de citocinas, se observd un incremento
en ambos grupos con relacién al control de IL-6 (6.8 + 2.0 vs 14.14 vs
13.68%), en el que se observo una diferencia estadisticamente significativa con
una p>0.002, sin embargo solo se observo un ligero decremento en el grupo
con DM2+Neem, los datos se encuentran representados en la (figura 11).
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Figura 11 Concentracidn de IL- 6 en sangre periférica de los grupos estudiados, los datos se encuentran
expresados en promedio + DE, se observo una significancias con una p>0.002 del grupo control vs
DM2* y DM2+NEEM*
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Figura 12) Concentracion de IL- 6 en suero de los grupos estudiados, los datos se encuentran
expresados en promedio + DE, se observo una significancias con una p>0.002 del grupo control vs
DM2* y DM2+NEEM™

Un comportamiento similar se observd en la concentracion de la citocina TNF-
a, el incremento fue mayor en los grupos experimentales comparados con el
grupo control sin embargo un discreto decremento se observa en el grupo que
recibié el tratamiento de Neem (1.2 = 0.55, 3.2 + 1.72, 2.66 = 0.59)
respectivamente datos expresados en la (figura 12)

Con el objetivo de observar dafio hepatico se evaluaron las enzimas hepaticas
enzima AST vy ALT, y se observd que las ratas diabéticas suplementadas con
el fitofarmaco no se incrementaron de manera considerable comparada con el

grupo de diabéticas sin tratamiento los resultados se presentan en la (tabla 5).

Grupos AST ALT
Control 58.49 +7.17 | 81.24 +£12.30
DM2 139.24 = 29964 =

28.64 35:50

DM2 + NEEM | 87.57 +9.44 192.86 =
16.92

Tabla 5. Concentracién de enzimas hepaticas AST, ALT en suero de los grupos estudiados, los
resultados son expresados en promedio = DE, la significancia descrita es en ambos grupos de
diabetes

47



Discusion

La DM2, es una de las enfermedades cronico-degenerativas con mayor
indice de mortalidad a nivel mundial incluyendo México. @

Factores de riego asociados al desarrollo de la DM2 es ef estilo de vida y
la obesidad, este Uliimo representa el 70% de la poblacion adulta en México v
en Jalisco, lo que explicaria en gran medida la exponencialidad en la aparicion
de DM. ('

La DM2 es un mecanismo fisioldgico complejo debido al desbaiance
entre el incremento de giucosa y la baja produccion de la insulina que genera
un mecanismo denominado resistencia a la insulina, como producio de la
destruccién de células p. 12

El tratamiento del paciente diabético no solo depende def hecho de
administrarle un medicamento para su controf; sino de ayudar de manera
alternativa a reducir los niveles de glucosa, sin embargo los farmacos
hipogiucemiantes como: glibenclamida, metforming, la combinacion de ambos
y la insulina, su uso prolongado puede causar algun efecto toxico en los

pacientes con DM2 y por o tanto va en detrimento de la salud. 7

Desde hace muchos afos se tiene un gran reconocimiento a la medicina
tradicional (denominada terapia aiternativa), en la cusai se utiliza a la naturaleza
para este fin, encontrando en las plantas una alternativa sencilla, econamica y

de facil acceso. 19

Los multiples usos de la Azadirachta indica le han dado sobrenombres
como “arbol de milagros” o “farmacia del pueblo’. Se utiliza para tratar
enfermedades de la piel, contra dolores, fiebres e infecciones. Los primeros
escritos que nos indicaban que el Azadirachta se usaba come medicamento

datan de mas de 4.500 afios de antigliedad aproximzadamente. (23

Las hojas de Azadirachta indica son utilizadas, de manera empirica, €s
conocida ampliamente como insecticida contra mas de 200 especies de plagas.
Estudios fotoquimicos han demostrado la presencia de resinas, alcaloides y
sustancias taninas se degrada labilmente a ia luz, pH alcalino y calor. Posee un
amplio espectro de actividades bioldgicas, entre estas propiedades incluyen

efectos antiinflamatorio, antiviral. (1817 % 1% 20 gin embargo también tiene la

ag



propiedad de ser un excelente fertilizante, afectan entre cuatrocientas y
quinientas especies de plagas perenecientes a Blaffodea, Caelifera,
Coleoptera, Dermaptera, Diptera, Ensifera, Helroptera, Homdptera,
Himendpiera, Isépfera, Lepidoptera, Phasmida, Phiniraptera, Siphonoptera y
Thysanoptera, ostrécodos, arafas y nematodos, especies nocivas de lombrices

y hongos. (22

En un esfuerzo por dejar de lado el empirismo v volver cientifico el use
de la Azadirachia indica en el tratamiento de ia DM2, se ha utilizado en

diversos estudios de fase preclinica, especialmente en el modelo murino.

Dada la diversificacion de usos de este vegefai y en base a estos
antecedentes nosoiros enfocamos nuestra atencidbn a investigar si bajo
condiciones normales pudiera {ener algun efecte citotdxico directo al consumo

de fas hojas de Neem.

Realizamos una curva dosis respuesta en ratas sanas a las que se les
monitoreo durante tres meses de exposicion por via oral diferentes dosis del
extracto de Neem (1.75 mg=baja, 3.5 mg= media, 7mg=alta ¥ como conlrof
ratas ad libitum), se evalud la citotoxicidad en higado, rifdn, intestino y
pancreas, no presentd alteraciones histopafoidgicas a las diferentes dosis,
excepto en bazo se observd pequefo infilttrado celular a dosis altas. De igual
manera observamos disminucion en el peso vy en la concentracién de glucosa
sérica de Ias ratas que recibiercn la infusidn comparadas con el control, no se
observaron alferaciones en las enzimas hepaticas, este estudio lo realizamos

en dos ocasiones de manera independienta. =%

tina vez establecida la dosis de Neem iniciamos nuestra primera fase
del estudio que consistio en la induccion dei modelo de DM2, como se describe
en material y métodos v debido a que la DMZ2 esta relacionada directamente
con el medio ambiente y 1a obesidad, establecimos una dieta hipocaldrica que
indujera cambios dindmicos en el metabolismos de nuestras ratas al momento
de las induccién con Aloxano ©%* Se observd un incremento en la glucosa
durante las tres semanas de evaluacion del modelo. Nuestros resultados son

similares a los publicadoes por Bisht y Ebong.
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Una vez establecido el modelo de DM2 vy [a dosis ideal de Azadirachta
indica se procedio a la segunda fase del estudio.

Las ratas diabéticas expuesta a la Azadirachiz indica, presentaron una
disminucion tanto en el peso como en los niveles de glucosa, a las 6 semanas
de tratamiento comparada con las ratas diabéticas, si bien no observamos
diferencia estadisticamente significativa, la tendencia es muy evidente de
disminucién de la glicemia. A pesar gue nuesiros resultades no fuercn
semejantes a los publicados por Bath y Bisht, prchablemente este asociado
directamente a que son modelos inducidos por Estreptozotocina y en particular
en e modelo de Bisht utilizaron ratones Swwis. Sin embarge Ebong quien
utifizd el modelo de Aloxano presenta resultados similares a los que nosotros
encontramos en nuestro grupo de estudio.

Este ultimo autor menciona que las ratas expuestas a Azadirachia indica
presentaron una ligera disminucidn de peso, sin que fuera significativo, datos
semejantes encontramos en nuestro grupo de ratas expuestas al mismo
fitofarmaco.

Se ha reportado gue la infusidon de Azadirachia indica con propiedades
antiinflamatorias, esta asociada directamente a los compuestos metabolicos
propios de Neem, Biswas y col mencionan que existen alrededer de 130
metabolitos derivados de extractos de Neem, y que algunos de estos
compuestos pueden tener propiedades antiinflamatorias.

Debido a que la DM2, es una enfermedad crénico degenerativa en el
que la inflamacién es constante, nuestro proposito fue observar ne Unicamente
la capacidad hipoglucemiante, también evaluamoes la respuesta inmune celular
en el cual la respuesta inmune celular juega un pape! importante en la actividad
de respuesta de las céfulas mononucleares.

Nuestros resuitados nos permitieron observar una ligera recuperacion de
la respuesta inmune celular en las ratas diabéticas expuestas a Azadirachta
indica, de igual manera medimos la concentracion de enzimas hepaticas AST y
ALT como indicadores de dano vy observamos una reduccion considerable de Ia
mismas en este mismo grupo comparadas con el grupo de diabéticas. Estudios
realizados por Shirish cbservo que la infusidn por Azadirachta indica puede

preducir hepatoproteccién en modelos de dafio hepatico.
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Sin embargo durante el proceso fisiopatologico de DM2 se induce estrés
oxidativo que desencadena el incremento en la expresion de citocinas pro-
inflamatonias, se ha reportado un incremento considerable de [L-1[3, IL-6, TNF-
a, e IL-18 circulante de manera crénica, en personas con obesidad,
resistencia a fa insulina e inclusive en DM2. ® En base a estos datos nosotros
evaluamos |a respuesta de las citocinas pro-inflamatorias en  las ratas
diabéticas expuestas y no expuestas a Azadirachia indica y obsérvamos menor
incremento de las citocinas IL-6 y TNF-aifa, en fas ratas que recibieron Neem.

Estudio previo realizado en nuestro laboratorio evaluamos fas citocinas
IL-6 y TNF-0 en ratas sanas expuestas a diferentes concentraciones de
Azadirachta indica y no observamos cambios en la concentracién comparado
con e grupo contral. &%

Es importante mencionar que nc hay reportes en |a literatura que nos

permitan comparar estos parametros.
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Conclusiones.

- Al inducir por via orai del extracto de Azadirachta indica se vio un efecto en [a
reduccion de peso no significativo en las ratas disbéticas en comparacion con

el grupo control.

. Se observo disminucion de la glucosa en sangre en el grupo de ratas
diabéticas mas Azadirachta indica sin una diferencia estadisticamente

significativa en comparacién con los grupos control y diabéticas sin tratamiento,

. La respuesta inmune celular de esplenocitos y de células mononucleares no
se vio afectada en las ratas diabéticas que recibieron ia infusion de Azadirachta
indica.

La concentracion de AST y ALT no se incrementaron en el grupo de ratas
diabéticas gue recibieron Azadirachia indica en comparacion con el grupo

control,

Las citocinas IL.-6 y TNF-a, presentaron un incremento en las ratas diabéticas,
comparadas con el grupo control sin embargo fue menor en el grupo de ratas

expuesias a la infusion de Azadirachta indica.

6. Al obtener los resuitados de! estudio del efecto hipoglucemiante de
Azadirachta indica se pueden observar mejores resultados si ef tratamiente se
induce en mayor tiempo para que de este modo poder dar una mejor utilidad
terapéutica al tratamiente en DM2 en ratas y posteriormente aplicarla en

pacientes.
PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Ampliacion del tiempo de experimentacion en el modelo para observar a

largo plazo la efectividad farmacolégica de Azadirachta indica.

2. Este modelc nos permite evaluar desde el punto de vista molecular la
expresion del receptor GLUT-4 y el receptor de insulina por efecio del

fitoférmaco.

3. La probable utilizacion de esta fitoterapia en el iratamiente en humanos con

DMZ.
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