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RESUMEN

La hiperglucemia es protagonista en la etiopatogenia de las complicaciones vasculares del
paciente diabético. La diabetes es una enfermedad metabdlica crénica, causa importante
de morbi-mortalidad y considerada un problema de salud en el &mbito mundial. El control
glucémico, por medio del tratamiento higiénico dietético y medicamentoso, es esencial, de
ahi la importancia del desarrollo de nuevos medicamentos que contribuyan a lograr este
objetivo. Evaluar el efecto antihiperglucemiante y la seguridad de la Zeolita: Fe?*-
Clinoptilolita (FZ) en animales de experimentacion. Se trabajé con la Fe?*-Clinoptilolita
(zeolita natural, purificada y modificada con iones Fe?*). Los estudios se llevaron a cabo
en: perros Beagles, conejos Chinchilla, ratas Wistar, ratas CENP: SPRD, ratones CENP:
NMRI. Se realizaron estudios farmacologicos (propiedades antihiperglucemiantes, efecto
dosis-respuesta y de seguridad. Se realizaron experimentos para otros posibles efectos
biolégicos. Se encontr6 la dosis efectiva media de la Fe?*-Clinoptilolita. Se observé una
disminucién de la glucemia en perros Beagles tratados con dosis Unica. No se encontré
diferencias significativas al comparar el efecto antihiperglucemiante del Fe?*-Clinoptilolita
con la Acarbosa. Se observo que el tratamiento con FZ disminuy6 la biodisponibilidad de
glucosa y la glucemia post-estimulacion. Se demuestra segun los estudios de toxicidad
aguda y genotoxicidad realizados a Fe?*-Clinoptilolita que no es peligrosa para la salud
animal y no produce dafio. Por el efecto antihiperglucemiante demostrado, la amplia
disponibilidad la materia prima y lo econdmico de su produccion, se propone continuar

otros estudios que conlleven al registro médico.
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad silenciosa y mortal, con tasas de incidencia
y prevalencia en continuo ascenso, que por su naturaleza epidemioldgica se ha convertido
en un serio problema de la salud publica a nivel mundial donde Cuba no esta exenta de
ello. Alrededor de 240 millones de personas en todo el mundo sufren de diabetes y como
consecuencia de ella mueren cada afio cerca de cuatro millones de personas (1-3).

Los pacientes diabéticos acumulan 25 millones de dias de hospitalizacion anual y en este
periodo ocasionan gastos directos e indirectos que alcanzan la elevada cifra de 20 000
millones de dolares. En Cuba hay alrededor de 250 000 diabéticos que estan
dispensarisados en consultas, atencion primaria de salud y especializada, que
representan el 2.3% de la poblaciéon cubana. La calidad de vida de estos pacientes es
mala debido a la discapacidad que pueden producir complicaciones como la ceguera, las
amputaciones y la necesidad de hemodialisis (4).

En este sentido, la busqueda de nuevos farmacos que actien en los diferentes
mecanismos patogénicos de la enfermedad constituye un reto actual para los
investigadores de las ciencias afines. Estos argumentos indican que es necesario el
desarrollo de nuevos productos que contribuyan a un mejor tratamiento y control de la
diabetes y otras afecciones relacionadas con la obesidad, la insulino resistencia y el
sindrome metabdlico.

Durante las ultimas tres décadas las zeolitas han atraido la atencion de la comunidad
cientifica como resultado de su creciente aplicacibn en diversas ramas, por sus
propiedades fisicas y quimicas, su elevada estabilidad quimico-fisica en ambientes
bioldgicos y por su bajo costo de produccion (5,6).

Segun la bibliografia consultada existen pocos trabajos sobre la utilizacion de zeolitas
como medicamentos. Las farmacopeas no la recogen como materia prima 0 como
producto activo de medicamentos de una forma explicita, ya que sus efectos
farmacologicos comienzan a describirse. Sin embargo, en el mercado cubano se han
elaborado algunos productos tales como: antiacidos (Neutracid), un antidiarreico (Enterex)

y un principio activo con actividad microbicida (ZZ) (5-8).



En Cuba se ha desarrollado un nuevo material zeolitico (Fe?*-Clinoptilolita) denominado
FZ, se emple6 como materia prima la roca zeolitica del yacimiento Tasajeras, provincia
Villa Clara, que cumple con la norma cubana NC 625:2008 (9). Este producto ha sido
modificado para obtener el nuevo material, con una transformacion hidrotermal de NZ
mediante disoluciones acidas en FeSOa4 (10-12), en la que existe una nueva conformacion
de los atomos y agregados moleculares en sus cavidades y en la superficie externa de los
cristales (12), que le otorga una selectividad para la captura de glucosa en disoluciones.
Los estudios in vitro han demostrado que la glucosa una vez adsorbida no se libera
facilmente, por poseer un fuerte enlace con la estructura de este mineral (10-12).

Las investigaciones desarrolladas han demostrado que las zeolitas naturales poseen
propiedades biolégicas en su interacciébn con el medio, y se ha observado una alta
especificidad en algunos de los materiales derivados.

Los antecedentes expuestos, asi como la comprobada estabilidad de la clinoptilolita
natural durante su transito a través del tracto gastrointestinal (7, 8,13), constituyen una
sélida base para trabajar en el desarrollo de un producto zeolitico con actividad adsortiva
de glucosa y por ende con propiedades antihiperglucemiantes. Lo que representa una
ventaja si se tiene en cuenta que una de las problematicas de mayor atencién por parte de
la comunidad médico-farmacéutica en todo el mundo, esta relacionada con la disminucion

de los efectos adversos de los medicamentos.

La necesidad de desarrollar nuevos farmacos que mejoren el control glucémico de los
pacientes con trastornos del metabolismo de la glucosa, que sean mas eficaces, y mas
econdmicos con menos efectos adversos asociados y que puedan llegar a la poblacion
enferma cubana que no dispone en estos momentos de un medicamento con efecto
antihiperglucemiante, por el alto costo que tienen los existentes en el mercado

farmacéutico internacional, nos ha motivado a llevar a cabo esta investigacion.



Hipotesis: La Fe?*-Clinoptilolita es un producto que posee efecto antihiperglucemiante y

es seguro en animales de experimentacion.

Objetivo general: Demostrar el efecto antihiperglucemiante de la zeolita natural purificada
y modificada con FeSOs4 denominada FZ en animales de laboratorio y la seguridad

preliminar en el empleo del producto como posible candidato a medicamento.

Objetivos especificos.

|- Establecer la relacion dosis-efecto de FZ en animales con hiperglucemia provocada.

II- Comparar la efectividad antihiperglucemiante de FZ con un farmaco de referencia, la
Acarbosa.

lll- Determinar los efectos de FZ sobre variables hematologicas relacionadas con el

colesterol y los triglicéridos del plasma en los animales que se le administré el producto.

IV- Determinar la seguridad de FZ mediante estudios de toxicologia aguda vy
genotoxicidad. Asi como sobre algunas variables hematoldgicas relacionadas con la

coagulacion de la sangre en los animales a los que se les administré el producto.

Aporte cientifico.

Los estudios presentados en la presente tesis demostraron que FZ es un adsorbente
preferente de la glucosa en el sistema digestivo de animales de experimentacion que
ingieren alimentos ricos en carbohidratos, hallazgo que no se habia reportado en la
literatura especializada. FZ posee efectos antihiperglucemiantes evidenciados en los
estudios en animales y no representa un riesgo biolégico que pueda clasificarlo como
producto toxico segun los estudios de toxicidad aguda y mutagénesis realizados.

Los resultados que se presentan son el fruto de 10 afios de trabajos realizados
fundamentalmente en el Instituto Nacional de Angiologia y Cirugia Vascular, perteneciente
al Ministerio de Salud Publica (MINSAP). Los estudios formaron parte de varios
programas nacionales tales como: Proyecto: “Desarrollo de principios activos zeoliticos y
sus formas terminadas” del Programa Nacional de Medicamentos del MINSAP; del

programa de Enfermedades Crénicas No Transmisibles y el de calidad de vida.



En la ejecucidon de los experimentos participaron ademas el colectivo de investigadores
del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Materiales (IMRE) y el del Instituto de Farmacia y
Alimentos (IFAL), ambos de la Universidad de La Habana; contemplados en las lineas de
investigacion de la Universidad de La Habana: “Salud Humana” y “Nuevos Materiales”

Los resultados se han publicado en revistas especializadas (21 publicaciones Nacionales
e Internacionales) y presentados en 16 eventos cientificos. Obtuvo un Premio de
Investigacion de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio 2008.

La tesis se presenta de la siguiente forma: Introduccion (5 Pags), | Revision bibliografica
(27 Pags), Il. Materiales y métodos (28 Pags), lll Resultados y Discusion (41 Pag),
Conclusiones (1 Pags), Recomendaciones (1Pags), Referencias Bibliogréaficas (11 Pags).

Posee 18 figuras y 12 tablas.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Introduccion.

La farmacologia de los productos naturales es una de las lineas de investigacion mas
promisorias para obtener formulaciones de medicamentos, que contribuyan a aumentar la
calidad y la expectativa de vida de las personas afectadas por diferentes enfermedades
como la diabetes.

Gran parte de la atencion primaria de salud en las comunidades del planeta, se cubre hoy
con productos naturales, a la vez que hay una manifiesta tendencia internacional de
retorno a lo natural por encima de lo sintético, en particular en las naciones altamente
industrializadas (1-4).

Las principales fuentes de productos naturales destinados a la salud en nuestro pais se
agrupan en: la cafia de azucar (PPG y otros), los recursos forestales (Vimang y aceites
esenciales), apicolas (miel, ceras y propéleos), marinos (quitina, prostaglandinas y
cartilago de tiburén) y el tabaco (alcaloides y anticuerpos monoclonales). También
algunos derivados zeoliticos estan en desarrollo con perspectivas halagadoras.
Actualmente suman 298 los productos naturales registrados en Cuba como medicamentos
y suplementos nutricionales, pero la cifra puediera multiplicarse dentro de unos afos,
debido al alto potencial existente y a la cantidad de grupos de investigacion que estan
dedicados a este tema.

Los estudios con zeolitas naturales realizados en los ultimos tiempos en nuestro pais, han
llevado a la obtencion de varios farmacos registrados por el Control Estatal para la Calidad
de los Medicamentos (CECMED), utiles en el tratamiento de las enfermedades diarreicas,
de ciertas anemias y de hongos parasitos de la piel (6-8).

Estos compuestos han colocado a las zeolitas naturales en una posicion diferente en
cuanto a su especificidad en el tratamiento de enfermedades, que deja abierta la
posibilidad de desarrollar nuevos derivados con determinadas caracteristicas fisicas y

guimicas y acciones farmacoldgicas especificas, como es el caso de FZ (7, 8,14,15).

El suplemento del producto como antihiperglucemiante constituiria una estrategia practica

en la prevencion de las afecciones asociadas a la hiperglucemia y seria una buena opcion



desde el punto de vista de la relacion costo-beneficio, con respecto a los medicamentos y
tratamientos empleados tradicionalmente.

Otra ventaja lo constituye el hecho de que este tipo de tratamiento no requiere de un
monitoreo estricto por parte del médico para evitar los posibles efectos colaterales
adversos, ya que son muchas las evidencias que plantean que un estricto control
metabdlico, previene las complicaciones vasculares del paciente diabético (16).

Basado en los riesgos de la hiperglucemia mantenida, se deduce la importancia de
mantener las concentraciones normales de glucosa en sangre durante los periodos
posteriores a la ingestion de alimentos. Por tal motivo se sugiere que los medicamentos a
emplear en el futuro deben actuar en diferentes sitios de la ruta metabdlica para regular el
metabolismo de la glucosa, de lo contrario deben utilizarse combinadaciones de
medicamentos (17). Por lo tanto nuevos medicamentos antihiperglucemiantes son

necesarios para complementar y hacer mas utiles los ya existentes.

1.1. Antecedentes de Zeolitas.

El status de las zeolitas naturales ha evolucionado con el tiempo. Durante las ultimas tres
décadas las zeolitas y otros materiales microporosos analogos, han atraido la atencién de
la comunidad cientifica, y actualmente se consideran materiales de gran importancia
académica y econdémica con amplia utilizacion en numerosas areas de la industria, la
agricultura y la medicina (18).

Las zeolitas naturales, en particular la clinoptilolita, se presentan como una atractiva
materia prima para la elaboracioén de medicamentos, dado su bajo costo y sobre todo, sus
propiedades fisico-quimicas y su alta estabilidad en ambientes biolégicos que facilitan
una gran variedad de aplicaciones (18).

La complejidad estructural de estos materiales, cuyas propiedades pueden manifestarse
simultdneamente y su origen natural hacen que cualquier principio activo, necesite de un
analisis especialmente riguroso para garantizar que cumpla con los estrictos
requerimientos de calidad que exige la industria farmaceéutica. Las autoridades de varios
paises han liberado el empleo de las zeolitas naturales para su utilizacion en la

alimentacion animal (9,13).



1.2. Zeolitas: Propiedades, modificaciones y aplicaciones farmacéuticas.

El término zeolita agrupa un conjunto de materiales microporosos abiertos, donde el
diametro del microporo oscila entre 2 y 20 A. Este sistema de microporos le confiere a los
materiales zeoliticos excelentes propiedades, pues permite la transferencia de materia
entre el espacio intra-cristalino y el medio que lo rodea (19,20). La regularidad, en cuanto
a forma y tamario, en el sistema de canales y cavidades interconectadas, son la base de
la mayoria de las aplicaciones de estos materiales como "tamices moleculares”, y en los

procesos de separacién de gases y catdlisis heterogénea.

El enrejado tridimensional de las zeolitas estd compuesto por tetraedros de SiOzy Al203
enlazados entre si, de un modo tal, que comparten sus oxigenos. Como resultado de las
diferencias entre las cargas del silicio (Si: 4+) y el aluminio (Al: 3+), se genera por cada
atomo de aluminio una carga negativa en exceso, que es neutralizada por los cationes de
compensacion para mantener la neutralidad eléctrica de la red cristalina. Este tipo de
estructura microporosa hace que las zeolitas presenten una superficie interna
extremadamente grande en relacién con la superficie externa de sus cristales; esa misma
estructura se puede llenar fisicamente de gases y agua, confiriéndole la propiedad de

adsorber otras sustancias (18-21).

En principio se ha sefalado que el agua puede ser eliminada, sin que la red cristalina se
destruya. Sin embargo, los cationes no tienen la libertad a menos que se les sustituyan
por su equivalente electroquimico, ya que es necesario neutralizar la carga anionica de la

red; y es lo que le confiere la propiedad de intercambio i6nico a las zeolitas (18-21).

Las zeolitas pueden interactuar con los iones de hidrogeno o de hidroxilo presentes en
solucion y como consecuencia, pueden ocurrir ciertos fenomenos fisico-quimicos tales
como: adsorcion, hidrélisis de los sélidos, degradacion, reaccion buffer, disolucion, e
incluso transformacion de fase (19-21). Como sélidos porosos con una importante
superficie interna, ofrecen la posibilidad de incorporar y adsorber moléculas o iones en su
enrejado abierto y sobre su superficie. La presencia de surfactantes sobre su superficie

externa induce e incrementa la co-adsorcién de diferentes moléculas organicas.

Las zeolitas se han clasificado segun su origen en: naturales y sintéticas.



Zeolitas sintéticas son las producidas industrialmente a partir de reactivos quimicos. Para
producir las de primera generacion se emplearon silicato de sodio, aluminato de sodio e
hidroxido de sodio en diferentes proporciones, que en determinadas condiciones
hidrotermales, dieron lugar a varios tipos de zeolitas. Las siguientes generaciones
emplearon otras bases como agentes "templantes” o plantillas de la estructura, asi como

otros elementos diferentes al aluminio y al silicio.

Las zeolitas naturales son las que por lo general se encuentran formando parte de
yacimientos de origen volcanico que evolucionaron en diferentes ambientes, los de mayor
interés son los yacimientos sedimentarios por el elevado contenido de zeolitas, lo que

permite su explotacion minera rentable (22,23).

En Cuba, existen grandes reservas de zeolitas naturales, consideradas dentro de las mas
importantes en el mundo. El yacimiento de Tasajeras (sedimentario) en la provincia de
Villa Clara, es el de mayor importancia por su extension y calidad del mineral (23). Se ha
observado que contiene grandes cantidades de Clinoptilolita y de Heulandita, dos zeolitas
semejantes que solo se diferencian entre si por presentar un atomo de aluminio mas, la

ultima.

Las zeolitas naturales se consideran una atractiva materia prima con una gran variedad de
aplicaciones, sobre todo en la elaboracion de medicamentos, (24-26). Por el contrario, las
zeolitas sintéticas, aun cuando son elaboradas industrialmente en condiciones que
reproducen un laboratorio de sintesis quimica, y tener un conjunto de utilizaciones
importantes en la industria quimica del petréleo, no pueden utilizarse en la elaboraciéon de
medicamentos por los residuos de silicio y aluminio biol6gicamente activos, de elevada
toxicidad, cationes que no estan presentes en las zeolitas naturales elaboradas por la

naturaleza durante millones de afos.

Modificacion de las zeolitas.

En las zeolitas, los procesos de adsorcidén ocurren, principalmente, en la superficie interna
de los microporos o en la superficie externa de los cristales, en dependencia de la

geometria y de las dimensiones de las moléculas organicas huéspedes (17-19).



En la busqueda de nuevas aplicaciones farmaceéuticas a escala industrial, se realizaron
numerosos trabajos dirigidos primero a la utilizacién de las propiedades fisicas y quimicas
de la zeolita natural tipo Clinoptilolita; luego a la obtencion de nuevos materiales
empleando a esta zeolita como materia prima, los cuales se basaron en la modificacion
estructural y superficial del mineral. Las modificaciones estructurales pueden llevarse a
cabo mediante transformaciones hidrotérmicas, obteniéndose como resultados materiales
convenientemente modificados desde el punto de vista de sus propiedades fisicas y
quimicas. Uno de los cambios es la variacion de los cationes de compensacion en cuanto
a tipo y contenido, lo que no siempre implica una alteracion en el enrejado cristalino (24-
26).

La obtencion de nuevos materiales zeoliticos mediante la combinacion de Ciclodextrinas con
zeolitas (naturales o sintéticas), ha demostrado ser efectivo en la encapsulacion de compuestos
organicos, que incluyen productos farmacéuticos. Por otra parte, se han explorado
modificaciones de las zeolitas con el empleo de surfactantes, los cuales actian como agentes

reguladores de las caracteristicas superficiales de estas (24-26).

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, y las propiedades fisico-quimicas de NZ (clinoptilolite
natural purificada), en Cuba se han elaborado diferentes principios activos basados en esta
zeolita, y en formas modificadas de la misma, para el tratamiento de diversas enfermedades.
Ha demostrado su propiedad microbicida cuando es intercambiada con cationes Zn?* y Ag+
(5,6) Intercambiada con Fe?* es un adsorbente selectivo de glucosa (10,11) y en su forma
calcica ha mostrado su accién hipocolesterolémica en ensayos con animales de

experimentacion.
NZ ha sido también evaluada como matriz para la liberacion de farmacos (25).

Los agregados de surfactante adsorbidos en superficies sdlidas son capaces de solubilizar
otras moléculas dentro de su estructura, analogo a las micelas en disolucion. Este
fendbmeno se conoce en la literatura como adsolubilizacion, o co-adsorcion. Diferentes
materiales modificados con surfactantes han sido empleados para la remocion de
contaminantes organicos e inorganicos en aguas de desechos, en la adsorcion de
micotoxinas y en la preparacion de fertilizantes de liberacion lenta, entre otras

aplicaciones. En la literatura se reporta ademas el uso de materiales modificados por la
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adsorcion de surfactantes para la incorporacion de farmacos (25). Esta aplicacion ha
recibido mucha atencion por parte de la comunidad cientifica debido a que muchos
farmacos son poco solubles en agua. A pesar de que las zeolitas naturales presentan
excelentes propiedades como adsorbentes y la mayoria son inocuas al organismo
humano, se encuentran muy pocos reportes en la literatura en cuanto al empleo de las

mismas en la co-adsorcién de surfactantes y farmacos.

1.3. La Clinoptilolita

La Clinoptilolita es la mas abundante de las zeolitas naturales. De acuerdo con la
clasificacion de Breck (20), se encuentra en el grupo estructural perteneciente a la familia
de la Heulandita. A temperatura ambiente es un cristal monolitico, isoestructural, con un

cierto predominio de los cationes: sodio (Na*), calcio (Ca?*) y potasio (K*).

La Clinoptilolita natural purificada, tanto en su forma natural como modificada, ha
demostrado tener efectividad en el tratamiento de diversas afecciones debido a las
propiedades adsorbentes y de intercambio i6nico (6-8). Los resultados de los estudios de
toxicidad han confirmado que esta zeolita no produce dafio bioldgico (9) y su estabilidad
durante el transito a través del tracto gastrointestinal, en comparacion con la de sus
anélogas sintéticas, ha permitido la elaboracion de varios principios zeoliticos activos.
Cabe sefalar que los minerales zeoliticos se descomponen en medio acido, sin embargo,
esto no se ha observado con la Clinoptilolita, ya que la misma es estable en este medio
acido, segun los trabajos de A. Rivera (24, 26).

Las zeolitas solo son solubles en acido fluorhidrico. Otros &acidos como el sulfdrico
(H2S04) y el clohidrico (HCI) atacan a la estructura produciendo extracciones parciales de
Al'y Fe. Sin embargo, frente al HCI estomacal se ha demostrado que tanto NZ (zeolita de
partida para obtener FZ) como FZ son resistentes y producen escasa modificacion de la

estructura de la clinoptilolita (7).

Un nuevo medicamento con propiedades antiacidas que se denomina Neutracid ha sido
desarrollado utilizando clinoptilolite natural purificado NZ. El nuevo producto antiacido se
formulé como una tableta de mascar consistiendo en la interaccion directa de este con el

jugo gastrico. Los estudios farmacoldgicos mostraron efecto neutralizante del exceso de
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HCI presente en jugos gastricos sintéticos y naturales. El efecto neutralizante de NZ
clinoptilolite es producido por el cambio del proton y la hidrdlisis de especies presentes en
la zeolita. La composicion quimica y la estructura de la Clinoptilolita — Heulandita de NZ

no se varié significativamente después de la interaccién con el jugo géstrico (7).

Los examenes clinicos han demostrado la efectividad del Neutacid para aliviar los
sintomas de hiperacidez gastrica en pacientes afectos de dispepsia gastrica y las uUlceras
duodenales gastricas. Los pacientes sometidos a estudios clinicos no refirieron efectos
secundarios como estrefiimiento o rebote acido porque la estructura de pepsina en el jugo
gastrico permanecié estable. El pH del jugo géastrico se mantuvo por debajo de 4
confirmado por la prueba farmacoldgica DE50 (7).

Mumpton (27), en 1960, investigb detalladamente la zeolita natural Clinoptilolita y
comprobd que la misma posee un alto contenido de silicio y mas cationes monovalentes
gue divalentes.

Existen dos férmulas simplificadas de la Heulandita y la Clinoptilolita segin Ming y

Mumpton (21,27): C""4{AI85i28(-)72}'24H20 y (Na3K3){A|6Si3OO72}-24H20

respectivamente. Representada en la Figura 1.
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Figura 1. Sitios cationicos de la clinoptilolita donde solo se observan los canales ay b
segun Bisch (28).

Los estudios realizados con la Clinoptilolita del yacimiento Tasajeras por Rodriguez-
Fuentes (1987) demostraron que en este mineral existe cierto predominio de los cationes
Na, Ca 2* y K. La clinoptilolita es un cristal monolinico isoestructural a temperatura
ambiente (28).

Un aspecto importante en la mayoria de las zeolitas naturales es su caracter hidrofilico.
Por ejemplo, en el caso de la Clinoptilolita y la Mordenita hay alrededor de 21 y 24
moléculas de agua por celda unidad, respectivamente (24).

La capacidad o propiedad de intercambio cationico de una zeolita es una funcién del
grado de sustitucion de APR* y Fe3* por Si** en el enrejado tetraédrico. En la medida en que
la sustitucion sea mayor, se necesitara mas cantidad de cationes para mantener la

electroneutralidad de la red, lo cual generaria un aumento en la capacidad de intercambio.
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El comportamiento de intercambio idnico depende de otros muchos factores, entre los que

sobresalen la configuraciéon y las dimensiones de los canales (21).

1.4. Aplicaciones de la Clinoptilolita en medicina.

Las aplicaciones de las zeolitas naturales en la medicina de los seres humanos estan
fundamentadas en los resultados encontrados en su empleo en la nutricion y la salud
animal. La mas utilizada para estos fines ha sido la Clinoptilolita. Se ha observado que la
incorporacion de Clinoptilolita natural en la dieta de las aves, reduce el efecto negativo de
"transito rapido" (diarrea) producido por las micotoxinas segregadas por hongos que
contaminan los granos de los alimentos. Esta infeccion conduce a una significativa pérdida
de peso del animal por la malnutricion y la muerte. La Clinoptilolita adsorbe las aflatoxinas
y ocratoxinas, asi como favorece el restablecimiento de los electrolitos y disminuye la

pérdida de agua (29).

Existen varios trabajos que abordan el uso de las zeolitas naturales con fines terapéuticos;
en general ellas son utilizadas como suplementos dietéticos, adsorbentes de toxinas y
metales pesados, por lo que sus efectos farmacoldgicos se continlan estudiando. Las
investigaciones desarrolladas han demostrado que las mismas poseen propiedades
bioldgicas y una alta estabilidad quimica y fisica en su interaccion con el medio bioldgico;
también se ha comprobado una alta especificidad en algunos materiales derivados de la
Clinoptilolita (18).

Estudios realizados en animales de experimentacién, han reportado el uso efectivo de la
Clinoptilolita en el tratamiento del cancer, asi como su posible mecanismo de accion (30).
Se ha reportado también el efecto de algunas zeolitas en la detoxificacion y restauracion
de la motilidad celular en algunos modelos de organismos y el hecho de que pudieran ser

utilizadas como asistentes para vacunas y agentes antibacterianos (31).

Galindo y colaboradores (32) realizaron un estudio para evaluar la actividad de la
Clinoptilolita natural en el rumen bovino. Ellos encontraron que la misma ejercia un efecto

tampon al estabilizar la flora bacteriana.

Por otra parte, Alvarez y colaboradores (33), mostraron el posible efecto protector de la

Clinoptilolita sobre la mucosa géstrica al encontrar que cuando esta se le suministraba a
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las ratas, 30 minutos antes de inducirles lesiones gastricas con etanol, se reducia la
severidad de las lesiones; observaron ademas, una disminucion significativa de la acidez
a nivel estomacal. Estos resultados indicaron la posible utilidad de la Clinoptilolita, tanto en
animales como en humanos, en el tratamiento de afecciones del tracto gastrointestinal

gue involucran, entre otras, hiperacidez, gastritis y Ulceras gastricas (7, 8,12).

El estudio realizado por Gonzalez y colaboradores en ratas alimentadas con dietas que
contenian 2,5 %, 5% y 10 % de Clinoptilolita, durante 90 dias, demostré que la ingestion
del mineral producia un incremento de la actividad proteolitica gastrica, asi como de las
potencialidades digestivas al nivel del intestino delgado en comparacion con algunos
carbohidratos de la dieta (Registro de Medicamentos No. 0823, 1995.) (34).

Por otra parte, Tillan y colaboradores realizaron ensayos de toxicidad subcrénica de la
Clinoptilolita natural del yacimiento Tasajeras y llegaron a la conclusion de que la ingestion
prolongada de esta zeolita, evidentemente no provocé toxicidad en los animales de
estudio, bajo las condiciones ensayadas. En: (Registro de Medicamentos No. 0823, 1995.)
(35).

En el laboratorio de Ingenieria de Zeolitas, del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Materiales (IMRE), de la Universidad de La Habana, en colaboracién con algunas
instituciones médico-farmacéuticas del pais, se desarroll6 para uso humano, un nuevo
producto antidiarreico denominado Enterex (8,12), basado en las propiedades de
adsorcion y de intercambio iénico de la Clinoptilolita natural purificada. Los estudios
microbiolégicos, farmacoldgicos y clinicos, demostraron la eficacia de este producto en el
tratamiento de enfermedades diarreicas agudas de diferentes etiologias a partir de una
dosis relativamente baja, por lo que se ha reportado como un antidiarreico inespecifico
((8,12).

Otro estudio realizado con el Enterex demostré que este no presenta interaccion con la
Tetraciclina ni con el Cloranfenicol, medicamentos comunmente utilizados en la terapia del
cOlera. El Enterex resulto ser el primer medicamento registrado por el CECMED que utiliza

como principio activo una Clinoptilolita natural (36).

Cuatro estudios clinicos se realizaron empleando las tabletas de Enterex en el tratamiento

de enfermedades diarreicas: 1) estudio de efectividad de Enterex en 30 pacientes
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voluntarios con diarrea inespecifica; 2) uso de Enterex en la terapia de enfermedades
diarreicas agudas. Estudio etioldgio; 3) Enterex en la terapia de la enfermedad diarreica
aguda resultado de intoxicacion alimentaria; y 4) Enterex en la terapia de la enfermedad
diarreica aguda en pacientes diabéticos con diarrea neuropatica. Estudio comparativo con

el Difenolxilato de atropina (8,12).

En los tres primeros estudios clinicos, se observé la recuperacion de la totalidad de los
pacientes tratados en tiempos inferiores a las 36 horas de tratamiento, con la desaparicion

no solo de las diarreas, sino también de los sintomas acompafiantes.

En el estudio de terapia de los pacientes con diarrea neuropética, se observé una
recuperacion del 89 % de los pacientes frente al 75 % lograda en los pacientes tratados
con Difenolxilato de atropina. Con el Enterex se pudo suministrar una segunda dosis sin

efectos secundarios, algo que no puede prescribirse con el derivado de la atropina (12).

Para los pacientes diabéticos se podria disponer de varios productos, tales como: el
antidiarreico (Enterex), el hipo-colesteremiante (Colestina), la crema natural de zeolites +
cinc (Z2), el suministrador de cinc (ZZ: natural zeolites + zinc), y el anti-hipeglucemiante
(FZ: Fe?*-Clinoptilolita) (8, 37, 38).

Finalmente, la utilizacion de materias primas naturales en la produccion de nuevos
productos farmacéuticos, con alto valor médico social, es un trabajo prometedor vy
complejo, por la necesidad de garantizar que se cumpla estrictamente con los

requerimientos de calidad normados por agencias nacionales e internacionales
La Colestina

La Colestina es un producto zeolitico obtenido a partir de la transformacién hidrotérmica
de la Clinoptilolita natural purificada con cloruro de calcio. Los resultados de los estudios
en animales de experimentacion utilizando Colestina demostraron una disminucion
importante en las concentraciones de colesterol total en plasma (20 %) después de 45
dias de tratamiento, lo que evidencié la accidn hipocolesterolémica de este producto (37).
La combinacién de Colestina con Policosanol (PPG) en los animales, provocd una
reduccion adicional en las concentraciones de colesterol total hasta del 25 %. Este efecto

se observo también en animales alimentados con una dieta rica en colesterol, donde se
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verificO que la Colestina puede proteger a dichos animales del desarrollo de procesos

arteroscleréticos (38).
Uso de otras zeolitas modificadas

Dentro de las mdltiples variaciones que se pueden provocar en el entorno iénico de las
zeolitas, se encuentra la incorporacién al mineral de iones de zinc, el cual presenta una
reconocida actividad antimicrobiana. De hecho, existen humerosas patentes que protegen
a los productos zeoliticos (sintéticos) que contienen en su estructura cinc o plata, para ser
utilizados con fines antimicrobianos en la industria farmacéutica (39,40). Sin embargo,
ninguna de estas patentes ha sido aplicada en la practica médica debido a la elevada

toxicidad que presentan las zeolitas sintéticas.

Cabe sefalar, que no existen reportes en la literatura del uso de zeolitas naturales
cargadas con cinc en humanos, a pesar de que estas no ofrecen riesgos. Este tipo de
zeolita es el resultado de la transformacion hidrotérmica de zeolita natural con solucion de
sulfato de cinc (zeolita natural + zinc) (39). Los ensayos microbioldgicos han confirmado la

amplia actividad bactericida de este producto (40).

La zeolita natural + zinc ha sido llevada a dos formas farmacéuticas: tabletas vaginales y
crema dérmica, con una confirmada efectividad y sin evidencias de toxicidad. Los tres
estudios clinicos realizados con las tabletas vaginales de zeolita y zinc al 10 %
demostraron una recuperacion superior al 80 % en las pacientes con infecciones
vaginales inespecificas, superior a la recuperacion observada en las pacientes tratadas

con tabletas vaginales de Nistatina y de Metronidazol (41,42).

Los resultados del estudio experimental, prospectivo, de corte longitudinal, realizado
utilizando la crema compuesta por zeolita y zinc al 10 % en la cura local de 47 pacientes
escogidos al azar, que presentaron quemaduras dérmicas e hipodérmicas con menos de
24 horas de evolucién y con un prondstico de vida entre leve y menos grave, demostraron
gue todas las lesiones dérmicas de tipo A lograron la cicatrizacién antes de los 10 dias y
en las dérmicas de tipo AB cicatrizaron 22 de los 24 pacientes antes de los 15 dias. Se
observd que se logro la formacion precoz de un tejido de granulacion util en todas las
guemaduras hipodérmicas, y no se apreciaron signos clinicos de infeccion local, ni

reacciones adversas en los casos tratados (41). Esta recuperacion de pacientes con
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guemaduras reprodujo los resultados alcanzados antes en el tratamiento de 22 pacientes
con pie diabético neuroinfeccioso, quienes sanaron sus Ulceras y se recuperaron

totalmente sin necesidad de un tratamiento quirargico (41).

La accion microbicida de este mineral también se observé cuando se utilizaba en agua
potable contaminada con Escherichia coli y Vibrio cholerae. Se han disefiado sistemas de
purificacion de agua para consumo humano, como una alternativa de hervir el agua, pues
el zinc liberado por la zeolita natural + zinc elimina totalmente varios microorganismos
patbgenos como el Vibrio cholerae, Shigella sonnei, Salmonella typhi, Pseudomona
aeruginosa, Leptospira interrogans, Aeromona hydrophila, Plesiomona shigelloides,
Escherichia coli, Corynebacterium diphteriae y los quistes de Giardia lamblia, todos muy

dafinos para la salud humana (39-41).

Resultados in vitro obtenidos por Rodriguez-Fuentes confirman (40) a la zeolita natural +
zinc, como un suministrador de iones zinc de accién controlada y prolongada para el
tratamiento de patologias relacionadas con las deficiencias de zinc, tales como diabetes,

ataxia, enfermedad de Wilson, entre otras.
En Cuba se han desarrollado tres productos zeoliticos antiacidos, que son:

1. El elaborado a partir de la Clinoptilolita natural purificada y denominado "Neutacid"”,
cuya presentacion comercial fue en forma de tabletas masticables de 900 mg. Este
producto mostré gran éxito tecnoldgico y clinico, lo que le permitié ser aprobado para su

uso en humano.

2. El obtenido a partir de la transformacion hidrotérmica de la zeolita natural con una
solucién de sulfato de magnesio (MgSOa), cuyo producto final se denominé "Neutacid M",

con una presentacion comercial en forma de suspension.

3. La zeolita natural tratada con una solucion de carbonato de sodio, cuyos estudios de
capacidad de neutralizacion realizados en presencia de jugo gastrico sintético y natural

demostraron el efecto antiacido de estos productos (7,39-42).
1.5. Zeolita natural purificada (N2)

La zeolita natural purificada es una mezcla de alrededor de un 70 % de clinoptilolita-
heulandita, 5 % de mordenita, 15 % y 10 % de cuarzo. Esta zeolita natural cumple con los
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requerimientos de la Norma Cubana NC 625: 2008 para ser utilizada en la Industria
Médico- Farmacéutica (9), la misma presenta Certificado de Calidad y control
microbiolégico para demostrar esterilidad.

1.6. Zeolita natural intercambiada Fe?*-Clinoptilolita (FZ), como adsorbente de
carbohidratos. Desarrollo y caracterizacion de FZ.

Con vistas a la obtencion de un medicamento que ayude al control metabdlico de los
pacientes diabéticos, se ha desarrollado un nuevo principio activo zeolitico que posee
propiedades adsortivas de glucosa, denominado FZ (Fe?*-Clinoptilolita). Este es un
producto zeolitico que disminuye preferentemente la concentracion de glucosa en
solucion, estos estudios mostraron que posee una alta preferencia a la adsorcion de
glucosa frente a otros carbohidratos como la sacarosa y la fructosa.

El FZ fue obtenido por medio de la transformacién hidrotérmica de NZ (clinoptilolita natural
purificada) con una solucion de sulfato ferroso de calidad farmacéutica, controlando
pardmetros como concentracion, temperatura, presion y pH. Esta propiedad no se ha
reportado con anterioridad en una zeolita natural.

Fe?*-Clinoptilolita posee una nueva conformacion de los &tomos y agregados moleculares
en sus cavidades, que le otorga una selectividad para la captura de glucosa en solucion;
los estudios in vitro llevados a cabo por Concepcién Rosabal han demostrado que la
glucosa no se libera facilmente de este producto (43-45), avalado por los resultados de
difraccion de rayos X y espectroscopia infrarroja (26,46).

Desarrollo y caracterizacién del “Fe?*-Clinoptilolita”.

La presencia del FeSOs4 como fase no cristalina (probablemente en forma de
conglomerado (cluster) fue demostrada por los ensayos de reflectancia difusa en el
infrarrojo, en espectros Mdssbauer de FZ y la respuesta dieléctrica de FZ atribuidos a la
existencia de dos formas del hierro intercambiado en esta zeolita natural (46).

Papel del Fe?* incorporado a Fe?*-Clinoptilolita en el efecto antihiperglucemiante.

Concepcion Rosabal en 1997 (45) reportd un resultado empirico que establece el papel
gue tiene el hierro incorporado a la zeolita natural purificada en la adsorcién de glucosa en
soluciéon. Cuando se lava la Fe?*-Clinoptilolita con una solucién &cida ocurre una

extraccion parcial del hierro y el aluminio estructural (46).
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También los lavados con soluciones basicas son capaces de extraer hierro de la
Clinoptilolita natural, cuyo proceso se acomparfa de una oxidacion del hierro incorporado
en los sitios de intercambio. La muestra de zeolita natural purificada, que posee hierro en
su estructura y en sitios de intercambio presenta niveles de adsorcion de glucosa mayores
(28%) que las muestras lavadas con soluciones &cidas y basicas. La Fe?*-Clinoptilolita
presentd una adsorcion de (33%) (45).

Estos resultados demostraron la importancia del hierro incorporado a la zeolita natural en
la adsorcion de glucosa en solucién, por lo que afirmaron que el Fe 2 es quien
desempeiia el papel crucial en la activacion de la superficie adsortiva de FZ frente a la
glucosa.

Cinética de adsorcion de carbohidratos por Fe?*--Clinoptilolita.

En los estudios de Concepcién Rosabal se determinaron las curvas de las cinéticas de
adsorcion en fase liquida de sacarosa, glucosa y fructosa en Fe?*-Clinoptilolita.

El estudio polarimétrico de la adsorcion de estos carbohidratos en fase liquida por FZ,
permitié calcular el porcentage de retencién de cada uno de estos carbohidratos por Fe?*-
Clinoptilolita (FZ), que fueron de 36% para la glucosa, 10% para la fructosa y 13% para la
sacarosa. Estos valores evidencian la mayor afinidad de la glucosa por FZ y se observo
ademas como a pesar de ser la sacarosa un disacarido, se adsorbe mas que la fructosa.
Se demostr6 asi la marcada selectividad o afinidad que posee la Fe?*-Clinoptilolita ante la
glucosa, aspecto interesante no reportado con anterioridad en zeolitas naturales (45).
Concepcion Rosabal en sus experimentos determind también la cinética de adsorcion y
desorcion de glucosa por la Fe?*-Clinoptilolita, durante dos horas, encontré que la
adsorcion de glucosa se mantenia en ascenso durante la primera hora de intercambio, y a
partir de ese momento se observaba una meseta en la curva que indicaba la saturacion de
la zeolita por la glucosa. La curva de desorcion mostro la pequefa cantidad de glucosa
gue se libera al medio, lo cual era indicativo de que el enlace entre la glucosa y la Fe?*-
Clinoptilolita era fuerte, una vez captada la glucosa no se libera facilmente (10, 11, 43, 44).
Estos elementos avalados en los estudios in vitro son los que soportan la propuesta de
gue FZ es un nuevo material zeolitico candidato a principio activo para elaborar un

farmaco antihiperglucemiante (42-45).
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Las curvas cinéticas de adsorcion en fase liquida de sacarosa, glucosa y fructosa en Fe?*-

Clinoptilolita (FZ) publicadas por Concepcion Rosabal se presentan en la figura 2y 3 (45).
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Figura 2. Curvas cinéticas de adsocion y desorcion de glucosa en FZ (45).
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Figura 3 Curvas cinéticas de adsorcién de Glucosa, Fructosa y Sacarosa por FZ. Donde Q (mmol) es la
cantidad de sustancia adsorbida y t (min.) es el tiempo de la reaccion. Entre corchetes se reportan los
porcientos de retencion de cada uno de los sacaridos (45).
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1.7. Diabetes Mellitus. Generalidades.

La Diabetes Mellitus (DM) se caracteriza por una hiperglucemia cronica y se acompafa de
enfermedades micro y macro vasculares que causan ceguera, fallo renal y dafio en el
sistema nervioso; ademas de un desarrollo acelerado de la ateroesclerosis que
incrementa el riesgo de infarto del miocardio, isquemia cerebral y amputaciones de
miembros inferiores (1,2).

La DM se describe como un sindrome endocrino-metabdlico heterogéneo en el que los
factores genéticos desempefian una funcién esencial conjuntamente con la accién de
agentes virales, inmunolégicos y ambientales (2).

La DM esta caracterizada por dos grandes tipos de manifestaciones (2):

1- Sindrome metabdlico, en el que aparece primeramente la hiperglucemia, alteraciones
del metabolismo lipidico y de las proteinas, derivado de un déficit parcial o absoluto de
insulina o de la funcion de la misma.

2- Un sindrome vascular que puede afectar a todos los 6rganos pero sobre todo el

corazon, la circulacion cerebral, renal, la retina y la circulacion periférica.

Epidemiologia.

La DM se presenta con elevada frecuencia en Cuba y el resto del mundo, que por su
naturaleza epidemiologica se ha convertido en un serio problema de la salud publica en el
ambito internacional. Hasta el momento actual esta enfermedad no es curable aunque es
sensible a un buen control (3).

Alrededor de 250 millones de personas en todo el mundo sufren de diabetes,

y se pronostican 300 millones para el 2025. América Latina no escapa a este fendmeno
con una proporcion importante de diabéticos, se estiman 13 millones de personas en
América Latina y el Caribe y se espera que alcance los 65 millones en el 2025 (3). Hasta
la fecha Cuba tiene una situacion similar (2).

Con respecto a la mortalidad, la DM ha ocupado en los ultimos afios el octavo lugar entre
las causas de muerte en Cuba, con una tasa que decrecio en la década de los noventa
para comenzar a incrementarse de nuevo a partir del 2003, la tasa de mortalidad ajustada
descendié de 19,4 por 100 000 en 1990 a 9,7 por 100 000 en el 2002, a partir del 2003
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comienza a ascender (10,5 por 100 000) llegando a 11,8 en el 2007, cuando ocupo la
octava posicion como causa de muerte y asi se mantiene en la actualidad (1,4).

En lo que respecta a América Latina y el Caribe, Cuba ha sido considerado uno de los
siete paises mas afectados de la region (1-3, 47,48).

Criterios diagnodsticos de Diabetes Mellitus. Propuesta de la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA) (2).

Los valores de referencia de glucemia en humanos oscilan en las personas sanas entre 4
y 6 mmol/L o su equivalencia en miligramos, 72mg/dL a 90 mg/dL, valores por encima de
lo referido requieren de un analisis del médico.

El diagnéstico de la diabetes incluyd recientemente un nuevo criterio con ciertas ventajas
sobre los anteriores pero aun no disponible en algunos paises por ser mas costoso. Estos
incluyen:

1. Hemoglobina Glucosilada (HbA1C) mayor o igual que 6, 5%.

2. Sintomas tipicos y una glucemia igual o superior a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) en
cualquier momento del dia (al azar).

3. Glucemia en ayunas igual o superior a 126 mg/dL (6 7,0 mmol/L).

4. Glucemia igual o superior a 200 mg/dL (6 11,1 mmol/L) a las 2 horas en la Prueba de
Tolerancia a la Glucosa (PTG). Los valores entre 7,8 y 11 sefialan un trastorno del
metabolismo de la glucosa previo a la Diabetes.

Para convertir la cifra en mg/dL a mmol/IL se divide esta cifra entre 18 y el resultado es
este valor en mmol/L.

Los valores de glucemia en ayunas mayor o igual a 5,6 mmol/L y entre 7,8 -11,1 mmol/L a
la segunda hora de la PTG-O son reconocidos como estados prediabeticos (Glucemia en
ayunas alterada y Tolerancia a la glucosa alterada) y representan estados de mayor
riesgo de padecer diabetes y enfermedades cardiovasculares,

Regulacion de la glucemia: (2).
Cuando el estado general del paciente es bueno se habla de un control clinico.
El control bioquimico habla de las variables hematologicas y en especial de la glucemia, la

Hemoglobina glucosilada, la glucemia postprandial y la glucosuria.
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El control glucémico intensivo previene y retrasa la aparicion de las complicaciones
vasculares como fue demostrado en el Ensayo para el Control de la Diabetes y sus
Complicaciones (DCCT: Diabetes Control and Complications Trial) (47,48) y el Estudio
Prospectivo de la Diabetes del Reino Unido (UKPDS: U.K. Prospective Diabetes Study).
(49-51).

1.7.1 Tratamiento medicamentoso de la Diabetes Mellitus tipo 2: los antidiabéticos
orales (ADO).

La educacion diabetoldgica es la base del tratamiento en el paciente diabético. La terapia
inicial incluye cambios en el estilo de vida, a través de la actividad fisica programada y la
dieta, adecuadas segun las caracteristicas individuales del paciente; para lograr el peso
corporal adecuado, el control metabdlico y evitar las complicaciones. Si lo anterior no da
resultado se pasa a la terapia farmacologica con los antidiabéticos orales (ADO) y la
insulina (2,3). Los antidiabéticos orales disponibles tienen variados mecanismos de
accion: (estimulan la secrecion de insulina, mejoran la resistencia a la insulina, modulan la
absorcion de carbohidratos a nivel intestinal, favorecen la actividad de las incretinas, entre
otras) (2,3). La educacién diabetologica es la base del tratamiento en el paciente
diabético. La terapia inicial incluye cambios en el estilo de vida, a través de la actividad
fisica programada y la dieta, adecuadas segun las caracteristicas individuales del
paciente; para lograr el peso corporal adecuado, el control metabdlico y evitar las
complicaciones.

Medicamentos que estimulan la secreciéon de insulina.

a). Sulfonilureas. Ejemplos de este tipo de medicamento son la Tolbutamida (Diabetdn),
Glibenclamida, Clorpropamida, Glicazida (Diamicrén), Glipizida, Gliquidona, Glimepirida
(Amaril), Tolazamida y Gliburida. Su principal mecanismo de accion es estimular la
secrecion de insulina preformada en el pancreas (49).

b). Meglitinidas. Entre ellas estan la Repaglinida y la Nateglinida; Son secretagogos de
insulina de accion rapida en presencia de alimentos. Estos medicamentos se unen al
receptor de sulfonilureas pero por un sitio diferente con un mecanismo adicional de fast in

y fast out con lo que se consigue una respuesta mas rapida y eficiente. Tienen como
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ventajas que logran actuar sobre las glucemias postprandiales y por su vida media menor

tienen menos riesgo de hipoglucemias (52).

Medicamentos que aumentan la sensibilidad a la insulina.

a) Biguanidas (Metformina). Es el farmaco de eleccion en pacientes con sobrepeso u
obesidad. No produce aumento de peso y es el Unico antidiabético oral que demostré una
reduccion de las complicaciones macrovasculares a largo plazo (51,53).

b) Glitazonas o Tiazolidinedionas. (Rosiglitazona, Pioglitazona).

Su accion se produce aumentando la captacion y el uso de glucosa en muasculo y tejido
graso, por lo que aumenta la sensibilidad de la insulina. La Rosiglitazona aumenta el
colesterol total, el de las LDL y el de las HDL, mientras que la Pioglitazona solo aumenta
el C-HDL y reduce los triglicéridos, su efectividad es inferior a la de las Sulfonilureas vy la
Metformina (54-55).

1.8. Medicamentos que modulan la absorciéon de carbohidratos a nivel intestinal. La
Acarbosa como modelo antihiperglucemiante.

Estos medicamentos son Inhibidores de la enzima alfa-glucosidasas (Acarbosa, Miglitol),
por lo que los polisacaridos no son transformados en oligo y monosacaridos que son los
gue pueden absorberse facilmente (56-58).

Descripcion de la Acarbosa. (60-64)

La Acarbosa es una pseudotetramaltosa (seudo oligosacarido) de origen microbiano, que
se obtiene por bioingenieria (59). Es el representante mas antiguo de la familia de los
inhibidores competitivos de las alfa glucosidasas. Estas enzimas estan localizadas
fundamentalmente en el borde de las vellosidades del intestino delgado, y su inhibicion
produce un retraso en la digestion de los carbohidratos cuya absorcion se prolonga. Esto
significa que la elevacion postprandial de la glucemia se reduce y se prolonga, pues no
produce mala absorcion (64-67).

Los estudios farmacolégicos sugieren que la accion de la Acarbosa (68-72) al inhibir las
enzimas alfaglucosidasas intestinales, actua sobre la digestion de los hidratos de carbono
y reducen las concentraciones de glucosa en sangre asi como las hormonas que son
liberadas después de la ingestion de alimentos. Ademas actla sobre el eje entero
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pancreatico, provocando una disminucion en la secrecion de la gastrina, la pancreocimina
y el enteroglucagdn y una prolongaciéon en la accion de la motilina (73-76). Todos estos
efectos son reversibles e implican un enlentecimiento en la absorcion de la glucosa tanto
en personas saludables como en las diabéticas. Ademas reducen las concentraciones de

lipidos en sangre (75-80).

En un estudio sobre los efectos de la Acarbosa en el tratamiento de pacientes diabéticos,
en el cual se le administré Acarbosa a 52 pacientes de tipo 2 por dos meses, se encontrd
una disminucién de la glucemia postprandial de un 26%, en relacion con el periodo
precedente, también se redujeron los valores de: HbAlc (0,5-0,8%), glucosuria,
triglicéridos y del peso corporal (81).

Farmacocinética: Aproximadamente un 2% de la dosis administrada se absorbe de forma
inalterada en el tracto gastrointestinal, sin que ello produzca ningun efecto sistémico. Los
productos absorbidos, después de la degradacion por las enzimas digestivas y las
bacterias intestinales, constituyen el 35% de la dosis administrada. Tanto la Acarbosa
como sus productos de degradacion absorbidos, se eliminan rapida y completamente por
los rifiones (82).

Indicaciones.

Los pacientes obesos, los que presentan un sobrepeso o una obesidad ligera de
predominio abdominal, los intolerantes a los hidratos de carbono y los diabéticos de
cualquier tipo, fundamentalmente los diabéticos tipo 2, son los mas beneficiados con este
tipo de tratamiento antihiperglucemiante.

Interacciones.

La Acarbosa puede potenciar los efectos hipoglucemiantes de los farmacos antidiabéticos,
si la Acarbosa es administrada como segundo farmaco, los pacientes deberan ser
monitoriados para evitar el desarrollo de episodios hipoglucémicos, reduciendo la dosis
del agente antidiabético y/o de la Acarbosa.

Los cambios en los habitos dietéticos y la pérdida de peso asociada a un tratamiento,
pueden mejorar el control metabdlico de los pacientes diabéticos obesos, efecto que
puede ser aditivo a los de la Acarbosa y de otros farmacos antidiabéticos, por lo que

puede ser necesario un ajuste de la dosis.
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Reacciones adversa.

Con frecuencia se observa flatulencia y ruidos intestinales. Ocasionalmente, diarrea y
distension abdominal y con menor frecuencia, dolor abdominal que puede llegar a
descontinuar el tratamiento en el 24% de los casos segun algunos estudios. Estos
sintomas gastrointestinales pueden ser de caracter grave y llegar a confundirse con
sintomas de tipo ileo o con un ileo intestinal. En caso de que aparezcan molestias
dolorosas intensas a pesar de observar la dieta, se debera reducir la dosis de forma
transitoria 0 permanente. En casos individuales se pueden producir reacciones cutaneas
de hipersensibilidad como eritema, exantema y urticaria. Muy raramente se han notificado

casos de hepatitis y/o ictericia (83).

1.9. Nuevos farmacos. Que favorecen la actividad de las incretinas.

Los analogos de la amilina (Pramlitide), analogos de las incretinas (Exenatide, Liraglutide)
y los inhibidores de la dipeptidilpeptidasa (DDP-4) (Sitagliptina, Vildagliptina, Saxagliptina,
Linagliptina) son los grupos de farmacos mas modernos para el tratamiento de la diabetes
y otros esperan por ser aprobados para su comercializacion como los inhibidores del

SGLT-2 (transportador de la glucosa dependiente del sodio 2) (84-86).

1.10. Insulina.

La insulinoterapia es el tratamiento de la diabetes de tipo 1, pero en los diabéticos de tipo
2 permite lograr los objetivos de control metabdlico cuando no se logran con la dieta, el
ejercicio y los ADO, no obstante existen situaciones en las que es imprescindible su uso
(81).

Existen numerosos regimenes insulinicos por lo que se debe ajustar a aquel que sea mas

beneficioso para el paciente. También pueden combinarse con los antidiabéticos orales.

1.11. Terapia combinada.
La terapia combinada se basa en el aprovechamiento del efecto sinérgico de los

diferentes mecanismos de accién de los farmacos. Ademas permite utilizar menores dosis
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de los mismos, lo que puede reducir la frecuencia o gravedad de los efectos adversos y

con una efectividad superior (87).

1.12. Fundamentacién de la seleccién del biomodelo a emplear, el tamafio de la

muestray las dosis empleadas en el trabajo de tesis. (88, 89,90)

Las ratas, los perros y los conejos han sido ampliamente utilizados en los estudios
farmacolégicos donde se investigan  medicamentos  hipoglucemiantes y
antihiperglucemiantes (91,92), debido a que son susceptibles a la accion de estos
medicamentos, ademas en gran medida el metabolismo de ellos es parecido al de los
humanos (93-97).

La rata es la especie de roedor de mayor uso en farmacologia y en la toxicologia
experimental, y es la recomendada por las principales agencias regulatorias, motivado por
sus caracteristicas biolégicas que favorecen no solo los aspectos zootécnicos y el trabajo
de laboratorio sino que poseen la ventaja del volumen considerable de informacion sobre
la especie, su facilidad de reproduccion y bajo costo han proporcionado una gran cantidad
de informacion. La linea Wistar en particular es una de las mas utilizadas en este campo,
ya que se caracterizan por su rapido crecimiento y por ser déciles y faciles de manipular
(98-104).

La rata es en general una de las especies de roedores mas utilizadas en investigaciones
farmacotoxicoldgicas y la linea Sprague Dawley, presenta un bajo nivel de aberraciones
cromosOmicas espontaneas, por lo que constituye un biomodelo adecuado para realizar
este estudio (105, 106, 108,109).

Numeros de animales utilizados.

En algunos estudios toxicolégicos estd establecido en el protocolo el tipo y numero de
animales a emplear. En estudios farmacologicos preclinicos se tiene en cuenta
experiencias anteriores del efecto del medicamento y el mecanismo de accion del mismo,

asi como la sensibilidad del animal para utilizar la menor cantidad de animales, de la
27



especie mas pequefia y economica posible y poder demostrar el efecto del medicamento
(101, 102, 107,108).

Dosis utilizadas en los estudios.

La dosis utilizada en cada modelo se seleccion6 basado en el estudio, efecto dosis-
respuesta, estos estudios se realizan generalmente en especies de animales de
experimentacion que anteriormente se han sometido a pruebas de sensibilidad al
medicamento durante un periodo de tiempo, para el cual el medicamento ejerce su accion,

de manera tal que se puedan manifestar sus efectos (101, 102, 107,108).
Estudio dosis efecto de un medicamento.

La informacion que brinda esta prueba va a estar dada por el rango de dosis en que se
obtiene un aumento del efecto de la sustancia a probar, sobre el parametro bioquimico a
medir, para lo cual se emplean varias dosis, partiendo de una minima hasta dos dosis
consecutivas con las que se obtenga un efecto similar, es decir, hasta la aparicion de una

meseta en la curva dosis — efecto.

En este estudio de dosis hemos utilizado ratas Wistar, especie relativamente facil de

manejar y que se ha utilizado con anterioridad en este tipo de trabajo (101, 102, 107,108).

La dosis efectiva media de un farmaco es la dosis a partir de la cual se observa el efecto
deseado en el 50% de los individuos de una poblacidon estudiada (animales de laboratorio,
humanos). Es la dosis que produce una disminucion de la glucemia en una magnitud
previamente escogida, por ejemplo: una disminucion del 20%. Entonces, se cuenta el
numero de animales donde la reduccion fue del 20% y eso se expresa en % en una
ordenada que tiene una escala en unidades Probits, estando en la abscisa el logaritmo de
las dosis o las dosis reales en escala logaritmica. EI método de Litchfield y Wilcoxon
(Método Probit), traza una recta de ajuste desde donde se obtienen los valores tedricos
(esperados). Es uno de los mas utilizados y se trabaja con Curvas Dosis-Respuestas
(CDR). La linealizacién se lleva a cabo a partir de los datos generados en la curva dosis-
respuesta (curva gradual) donde las areas bajo la curva se transforman a una escala

logaritmica y se construye una nueva curva ajustada (curva cuantal) por un programa
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estadistico. La escala de Probits lo que hace es convertir la sigmoide en una recta,
especificamente para corregir los valores extremos que estan por debajo del 16% y por

encima del 84%.
Las técnicas radioisotopicas.

Estas técnicas se caracterizan por ser muy Utiles en los estudios de absorcion y
distribucion de alguna sustancia en el organismo y poseer un alto nivel de confiabilidad,
por lo que los resultados obtenidos en los ensayos realizados al FZ, en que se emple6
glucosa marcada con *C son (tiles para corroborar los resultados obtenidos en los
estudios anteriores in vitro e in vivo. Por lo costoso de estas investigaciones y por el riesgo
que el trabajo con estas técnicas conlleva, generalmente el nimero de animales con los

gue se trabaja es pequefio, asi como la especie animal.

Modelo experimental de Diabetes.

La streptozotocina (STZ), inyectada por via intravenosa provoca una destruccion de las
células insulinosecretoras [ de los islotes de Langerhans pancreaticos, como
consecuencia de lo cual induce en el animal la aparicion de una diabetes insulinoprivativa,
sin ser insulino-dependiente, ya que las débiles cantidades de insulina secretadas son
suficientes para evitar la muerte del animal. Se presenta una hiperglucemia mayor de
5mmol/L asociada a los sintomas de la diabetes (poliuria, polidipsia, hiperfagia y
adelgazamiento) y a largo plazo aparecen las complicaciones asociadas (insuficiencia
renal, trastornos cardiovasculares, etc.). Este modelo se caracteriza por una fuerte
relacion entre la alimentacion y la glucemia y resulta atil para ser empleado en un estudio,
donde se quieren conocer los efectos de un inhibidor de la absorcién de carbohidratos
(101, 102).

Estudios toxicolodgicos.

Los estudios toxicoldgicos y de seguridad de un producto son impresindibles cuando se
trata de un farmaco o producto natural que se desarrolla con fines terapéuticos, sobre

todo para ser usados en pacientes, debido a que pueden implicar un riesgo potencial para
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la salud o la vida de una persona, por lo que es importante identificar aquellos productos

gue presenten tales propiedades (88, 99,107).

La mutagénesis se refiere a las modificaciones del material genético, espontaneas o
inducidas quimica o fisicamente que afectan al individuo o a las células y que provocan
una variacion permanente y hereditaria de las generaciones siguientes de individuos o de

células respecto a las precedentes ((88, 99,107).

Los conocimientos cientificos actuales indican que numerosos productos poseen
propiedades mutagénicas que implican un riesgo potencial para las generaciones futuras y
un riesgo potencial de cancer para la generacion actual, por lo que es importante

identificar aquellos productos que presenten tales propiedades.

Como FZ es un producto con potencial uso en la terapia humana debe pasar por estas

pruebas.

Las pruebas in vivo por su naturaleza, tiene la ventaja de tener presente los procesos de
absorcion, distribucion y excrecion, los cuales no estan presentes en los estudios in vitro.

En los estudios in vivo el metabolismo es mas relevante.

Conclusiones del capitulo.

Las demostradas propiedades adsortivas del FZ, con una accion especifica: adsorciéon
selectiva de glucosa, pudiera ser empleado como principio activo de un producto
antihiperglucemiante, util en el tratamiento de pacientes diabéticos, obesos, con
resistencia a la insulina y en el sindrome metabdlico.

El efecto antihiperglucemiante de este producto pudiera ser comparado con el que
produce la Acarbosa, que se emplea en el tratamiento de pacientes diabéticos.

FZ producto natural con posibilidades de uso clinico, de produccion nacional y
econdémico, su aplicacion pudiera extenderse a nuestra poblacién carente de un

medicamento similar, lo que pudiera reportar un alto valor médico social.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS.

Introduccion al capitulo.

Las investigaciones que a continuacion se presentan fueron disefiadas para demostrar las
propiedades antihiperglucemiante de la Fe?*-Clinoptilolita, la inocuidad de este posible
farmaco, asi como su posible mecanismo de accién en el sistema digestivo, ademas para
la comparacién con otro producto de mecanismo de accién parecido y otros efectos que
pueden estar relacionados con el uso del mismo. Los ensayos se llevaron a cabo en
animales de laboratorio segun los modelos experimentales establecidos por el Centro de

Control Estatal para la Calidad de los Medicamentos (CECMED) de la Republica de Cuba.

2.1. Materiales.

Fe?*-Clinoptilolita (FZ): Los lotes de FZ utilizados fueron obtenidos en la planta
experimental del laboratorio de Ingenieria en Zeolitas Naturales del IMRE de la
Universidad de La Habana, con un tamafio de particula inferior a los 0,16 mm.

Su composicion se observa en la tabla 1 y 2. ElI Fe?*-Clinoptilolita se obtuvo con

Certificado de Calidad y control microbiol6gico (9).

Tabla 1. Composicion de fases zeoliticas y otras fases minerales (%).

Tipo de Zeolita Clinoptilolita- Cuarzo- Feldespato
Heulandita-Mordenita Mormorilonita-0xido Fe
Zeolita natural 60% 40%
(NC 625: 2008)
FZ 78% 22%

Tabla 2. Composicion quimica de FZ (% en peso).

Elementos Zeolita natural NZ (zeolita
mayoritarios (NC 625: 2008) purificada) FZ
SiO2 64-66 64,3 64,9
Al2O3 10-12 10,18 11,8
Fe2O3 1,2-1,5 1,8 49
MgO 0,3-0,9 0,7 0,6
CaO 2,5-6 3,3 2,8
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Acarbosa.
Medicamento utilizado en los estudios de comparacibn con FZ, por su efecto
antihiperglucemiante, se utiliz6 como farmaco de referencia y procede de los laboratorios

Bayer (Barcelona, Espafia).

Glusidos marcados con isétopos radioactivos.

La actividad especifica de los sacaridos marcados con *C que se administraron a los
animales en los estudios fueron: Glucosa (actividad especifica de 144 Bqg/g de peso),
sacarosa (actividad especifica de 2851 +15Bq/g de peso) y fructosa (de una fuente con
actividad total de 9,25 MBQ), la actividad especifica suministrada a las ratas fue de 2726 +
9 Bqg/g de la solucion de fructosa marcada. Todos de la firma Amersham International

Center.

2.2. Animales de experimentacion.

Los animales de experimentacion empleados fueron:

J Ratas Wistar Cenp: SPRD.
e Ratones CENP: NMRI.

. Conejos Chinchilla.

. Perros Beagles.

Garantia de la Calidad y ética de la investigacion en el trabajo con animales.

Para la liberacién por la Division de Aseguramiento de la Calidad de los animales,
alimentos, el local, el personal y la documentacion se tomaron como requisitos los
siguientes aspectos:

Animales: se obtuvieron en el Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba), con Certificado de salud, y respondian a las
solicitudes de peso edad y sexo.

Fueron acondicionados al ambiente experimental al menos 7 dias antes del ensayo, una
vez concluido este periodo de adaptacion, se distribuyeron en los diferentes grupos de

acuerdo al estudio a que fueron asignados.
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Todos los procedimientos fueron realizados segun lo aprobado por los comités
internacionales para el cuidado de los animales de laboratorio y de acuerdo con las
regulaciones nacionales establecidas para la experimentacion animal como el’Codigo de
buenas practicas de laboratorio”.del Centro de Toxicologia Experimental (CETEX). Centro

Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio, (CENPALAB).

Y las “Buenas practicas de laboratorio y garantia de la calidad en ensayos toxicoldgicos”.
Ministerio de Salud Publica. Republica de Cuba. Resolucion 152. 17 de septiembre de
1992 (108).

El cuidado y manejo de los animales fue realizado con personal calificado.

La supervision fue efectuada por un médico veterinario con especialidad en animales de
laboratorio.

Se utilizaron métodos alternativos para permitir vivir a los animales cuando existia la
posibilidad.

Los animales fueron utilizados Unicamente para producir la informacion necesaria para
esta investigacion. Se utilizé anestesia y no agentes paralizantes en las investigaciones en
gue se necesitaba tranquilizar al animal, para evitar el sufrimiento innecesario de los
animales, siempre que fuera posible.

El sacrificio se efectu6 mediante procedimientos seguros y confiables. Los animales
fueron sacrificados al final del estudio con una sobredosis endovenosa de pentobarbital.
Siempre se tuvo en cuenta la valoracion de los estudios por el comité de ética de la
investigacion del Instituto Nacional de Angilogia y Cirugia Vascular

Alimentos: Con Certificado de Calidad. Dieta acorde a la especie EMO 1001 segun lo
establecido para los animales de laboratorio.

Locales de Ensayo: Los locales destinados a la estancia de los animales de
experimentacion, se mantuvieron bajo un ciclo alterno de luz y oscuridad cada 12 hy a
una temperatura controlada entre 25-27 °C.

Los locales en los que se realizaron los estudios experimentales fueron:

" Bioterio del Instituto Nacional de Angiologia y Cirugia Vascular.

. Laboratorio de Medicina Nuclear del INACV.
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" Laboratorios de Toxicologia del CENPALAB con sala protegida sometida a
esterilizacion segun el procedimiento de rutina establecido.

. Laboratorios de Toxicologia del CENSA.

" Laboratorios de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Montpellier, Francia.

Personal:

Se empled personal con experiencia en el trabajo con animales, declarado apto para
trabajar en el lugar mediante control de salud.

Documentacion: Todos los procedimientos fueron realizados respetando las normativas
de los comités internacionales para el cuidado de los animales de laboratorio y de acuerdo
con las regulaciones nacionales establecidas para la experimentacion animal, en
concordancia con las directivas y regulaciones establecidas en el "Proyecto de Codigo de
Buenas Practicas de Laboratorio” y en el "Cddigo Practico para el Uso de los Animales de
Laboratorio” (108).

2.3. Metodologia general.

Disefio de investigacion: Experimental in vivo.

2.4. Flujo de lainvestigacion:

Algunas pruebas previas in vitro mostraron que se adsorbia glucosa selectivamente en
solucién. Posteriormente en este trabajo se realizaron los estudios farmacolégicos a Fe?*-
Clinoptilolita en animales de experimentacion, que dieron lugar a esta tesis para optar por
el titulo de Doctor en Ciencias de la Salud.

Con el objetivo de comprobar la propiedad de adsorciéon de glucosa por el la Fe?*-
Clinoptilolita en condiciones semejantes a las naturales o proximas a las del sistema
digestivo humano, se realizaron algunos ensayos en diferentes modelos experimentales.
1- Para evaluar el efecto de la administracion oral de diferentes dosis de Fe?*-
Clinoptilolita sobre los niveles de glucosa en sangre, y dosis Unica se utilizaron ratas
Wistar y perros Beagles

2- Se realizaron estudios con glucosa, fructosa y sacarosa marcadas para profundizar
sobre el mecanismo de accion del FZ.
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3- Se comparé el efecto antihiperglucemiante del FZ con un farmaco de referencia, la
Acarbosa, en perros Beagles.

4- Se evaluaron los posibles efectos pleiotrépicos o secundarios del Fe?*-Clinoptilolita
sobre los niveles de colesterol y triglicéridos del plasma, asi como sobre otros parametros
relacionados con la bioquimica de la sangre y la coagulacion, en conejos y perros.

5- Se evalud la toxicologia aguda y la genotoxicidad del FZ., en ratones y ratas.

2.5. Obtencion de las muestras de sangre.

Las extracciones de sangre en las diferentes etapas de cada experimento se realizaron
siempre entre las 8.00- 9.00 am, después de 12 horas de ayuno. Para las determinaciones
de la concentracion de colesterol, triglicéridos y glucosa en suero, las muestras de sangre
se recogieron en tubos de centrifuga de cristal (sin anticoagulante). Para las
determinaciones de las pruebas de coagulacion se colectd la sangre en tubos de
centrifuga plasticos que contenian citrato de sodio al 3,8% como anticoagulante

(proporcion sangre/anticoagulante: 9/1).

2.6. Técnicas empleadas.

Las determinaciones bioquimicas se hicieron de forma manual, mediante el empleo de las
técnicas de laboratoio que se relacionan a continuacion:

o El colesterol se determind por el método enziméatico colorimérico (CHOP-PAP)
utilizando un un juego de reactivos de la firma Boehringer-Mannheim (109).

o Se obtuvo las lipoproteinas de alta densidad (HDL) por precipitacion selectiva
con acido fosfotungstico y cloruro de magnesio utilizando un un juego de reactivos de la
firma Boehringer-Mannheim (110).

" Los triglicéridos se determinaron por el método enzimético colorimérico
(CHOP-PAP) con un juego de reactivo de la firma Menagent (111).

o El Tiempo de Protrombina se llevo a cabo por el método de Quick descrito en el
libro de Biggs (112).

o El Tiempo de tromboplastina parcial activada con Kaolin se determind por el
método descrito por Proctor y Rappaport. (113,114).
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. La glucosa se determiné por el método enzimatico colorimérico (GOD-PAP)
utilizando un un juego de reactivos de la firma Boehringer-Mannheim (115).

o Las técnicas radioisotopicas para las mediciones de la absorcion de glucosa,
sacarosa y fructosa en ratas.

e La fosfatasa alcalina (116), la creatinina (117) y la transaminasa glutdmico piravica
(118), se llevaron a cabo por métodos enzimaticos colorimérico utilizando un juego de

reactivos comerciales de la firma cubana HELFA diagnostic.

Control de Calidad
Para el control de la calidad de las mediciones en suero de lipidos y glucosa se utilizaron

patrones Preciset y controles Precinor-D de la misma firma, Boehringer-Mannheim.

2.7. Procedimiento experimental. Evaluacion farmacoldgica de las propiedades

antihiperglucemiantes del Fe*?>-Clinoptilolita (F2).

2.7.1. Efecto de diferentes dosis del Fe*-Clinoptilolita (FZ) en ratas Wistar.

Se utilizaron 30 ratas Wistar, machos con un peso corporal entre 150-200 gramos. Se
asignaron seis animales de forma aleatoria a cada uno de los cinco grupos conformados;
un grupo control y cuatro bajo tratamiento.

A todos los animales, incluidos los del grupo control, se les suministré6 una carga de
sacarosa de 2,5 g/kg de peso corporal. La administracién de FZ a los cuatro grupos de
tratamiento se realizé mediante dos esquemas de aplicacion con un periodo de descanso
de 10 dias, en este tiempo las ratas se recuperaron adecuadamente de manera que no se
produjeran interferencias con restos de la sustancia en estudio, lo que permitié emplear
los mismos grupos de animales para los dos esquemas.

Procedimientos segun los esquemas:

1- Administracion del FZ mediante una sonda intragastrica, conjuntamente con la carga de
sacarosa mezclados con agua.

2- Administraciéon del FZ mediante una sonda intragastrica, mezclado con agua, 15
minutos antes de la carga de sacarosa.

36



Las dosis de FZ ensayadas fueron de 0,125 g / kg, 0,250 g / kg, 0,500 g/ kgy 1 g/ kg de
peso corporal.

Se realiz6 una primera extraccion de sangre en ayunas y las otras a los 30, 60, 90 y 120
minutos después de haber recibido la carga de sacarosa.

2.7.2. Monitoreo de la biodisponibilidad de glucosa, fructosa y sacarosa, con
is6topos marcados “C en ratas.

Estas pruebas se realizaron en el laboratorio de medicina nuclear del INACV, con el
objetivo de conocer sobre el posible mecanismo de accion la Fe?*-Clinoptilolita (FZ) en
condiciones fisiologicas en animales certificado por el Centro Nacional de Seguridad
Nuclear (CNSN), con todas las garantias de seguridad tomadas.

Para la determinacion de actividad especifica en sangre, mediante el método
radioisotdpico se utilizé un contador de centelleo liquido para radiaciones beta de 4C, por
ser un método de alta especificidad y sensibilidad, que ha sido utilizado para la
determinacion de otros azucares.

Las mediciones se realizaron en un equipo contador de radiaciones (3 en centelleo liquido
LSC-2 acoplado a un contador SR-8 (NE).

Los valores de conteos obtenidos se expresaron como actividades especificas (c/g/ min)

para cada tratamiento.

2.7.2.1. Efecto del Fe*2-Clinoptilolita (FZ) sobre la absorciéon de glucosa marcada
con C en ratas Wistar.

Se utilizaron 15 ratas machos, con un peso promedio de 200 gramos, de ellas seis se
designaron como controles y nueve recibieron tratamiento con FZ (0,5 g de FZ / kg de
peso corporal de la rata). A todas se les suministro glucosa a razon de 1 g/kg de peso, en
forma de una solucion al 4% preparada a partir de glucosa pura, a la que se afadio
glucosa marcada con *C con una actividad de 144Bq / g de peso. Estas soluciones
fueron administradas por via oral a través de una canula que llegaba al estbmago.

Se realizaron extracciones de sangre de la vena retroorbital mediante un capilar
heparinizado, a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administracion de las
soluciones. La sangre extraida se mezclé con una gota de heparina en un tubo Eppendorf,
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para evitar la coagulacion. Se tomaron 0,2 ml de plasma y se llevaron a un vial de
centelleo liquido, para determinar la actividad especifica de glucosa marcada. Se
realizaron curvas con los valores de los conteos de glucosa **C en sangre en cada uno de
los tiempos en que se realizaron las extracciones de sangre. Los datos se expresaron en
conteos radioactivos por minuto que son expresados como actividad especifica en

conteos por minuto por gramo de plasma.

2.7.2.2. Efecto del Fe*?>-Clinoptilolita (FZ) sobre la absorciéon intestinal de fructosa
marcada con '#C en ratas.

Se emplearon 10 ratas Wistar de entre 190 £ 10 g de peso, cinco fueron asignados al
grupo control y cinco al de tratamiento con Fe?*-Clinoptilolita. Al grupo control se le
administraron 5 ml de una solucién de fructosa marcada con *C al 4%, lo que equivale a
1g de fructosa por kg de peso corporal de la rata y a una actividad de 2726 + 9 Bg/g de la
solucion de fructosa marcada.

A los animales bajo tratamiento se les administré 0,1 g de FZ por kg de peso corporal de
la rata, suspendida en la solucién de fructosa marcada con *4C.

Las extracciones de sangre se realizaron de la vena retroorbital del ojo con capilares
heparinizados a los tiempos de 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administracion de
las soluciones de fructosa marcada con **C y las soluciones de fructosa marcada con 4C
mas FZ. La sangre extraida se mezclé en un tubo Eppendorf con una gota de heparina
para evitar la coagulacién. Del plasma obtenido se tomaron volimenes de 0,2 ml, con una
micropipeta, y se llevaron a viales de centelleo liquido que contenian 5 ml de coctel de
centelleo.

Los valores de actividad especifica en plasma de fructosa marcada obtenidos en este
ensayo, se compararon con los que se obtuvo como resultado de un estudio similar

realizado anteriormente con glucosa marcada.

2.7.2.3. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre la absorcién intestinal de glucosa
proveniente de una fuente de sacarosa marcada con C.

Se utilizaron 10 ratas Wistar machos, con un peso promedio de 180 g, que se dividieron
en dos grupos de estudio. El grupo control recibi6 5 ml de una solucion al 10% de
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sacarosa a razon de 2,5 g de sacarosa / kg de peso corporal de la rata, esta solucion
contenia sacarosa marcada con una actividad de (2851+150) Bg/g de peso de la solucion.
El grupo de tratamiento recibid, ademas de la solucién anterior; una dosis de FZ de 0,5 g/
kg de peso de la rata. Ambas soluciones se administraron por via oral al mismo tiempo, a
través de una canula que llegaba al estbmago. Se realizaron extracciones de sangre de la
vena retroorbital con un capilar heparinizado a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la
administracion de los preparados. La sangre extraida se mezcld en un tubo Eppendorf con
una gota de heparina para evitar la coagulacion. De la sangre se obtuvo plasma, del cual
se depositaron 0,2 ml en un vial, para realizar un conteo radioactivo en un equipo contador
de centelleo liquido. Con estos valores se construyeron curvas que mostraron la diferencia
entre los valores de absorciéon del grupo que recibié Fe?*-Clinoptilolita y del que solo se le
suministro la sacarosa marcada.

Los datos fueron expresados en conteos por minuto y se calculo actividad especifica en

conteos por minuto por gramo de plasma.

2.7.3. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre el control glucémico en ratas
hiperglucémicas.

Se utilizaron 40 ratas machos Wistar de 60 dias de nacidas, con un peso corporal entre
190+10g, que permanecieron en jaulas individuales. Las mismas recibian diariamente 20g
de pienso para ratas y tenian acceso al agua a voluntad. Se les indujo la diabetes por la
administracion de una dosis Unica intravenosa de STZ de 70mg / kg de peso corporal de
la rata, disuelta en 0,1 ml de buffer citrato estéril, pH =4.

Los niveles de glucemia fueron medidos tres dias después de la inyeccién de STZ con un
Glucometro. Los animales con valores de glucemia por encima de 15 mmol/L, se
considerd que se habian convertido en “diabéticos”, segun lo descrito por Mordes JP y
Rossini AA. (101,102). Los animales hiperglucemicos se repartieron aleatoriamente en
dos grupos homogéneos de 15 animales cada uno, segun peso y glucemia.

Experiencias que se realizaron:

1- Caracterizacion de las propiedades antihiperglucemiantes del FZ después de la

administracion Unica de Streptozotocina:
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Se realiz6 una (hiperglucemia provocada por via oral). Luego de mantener a los animales
en ayuno durante 12 horas, se les administré por via oral una sobrecarga de 1g de
glucosa por kg de peso corporal de la rata, (a través de sonda intragastrica).

La dosis de FZ se seleccion6 teniendo en cuenta que la dosis efectiva media (dosis
optima) que se encontré para ratas Wistar en investigaciones anteriores, fue de 100 mg /
kg de peso. Un minuto después de la administracion de la carga de glucosa, se administro
al grupo bajo tratamiento la dosis de FZ disuelto en un volumen de agua de 5 ml, mientras
gue al grupo control se le administr6 agua sola. Se determinaron las concentraciones de
glucemia en el tiempo 0 y después del tratamiento a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos
con un Glucémetro. La muestra de sangre (0,1 ml) se obtuvo por un pequefio corte en la
punta de la cola cada vez.

El efecto antihiperglucemiante puede se pudo observar a través de la curva de glucemia y
mediante el célculo del area bajo la curva.

Los mismos animales fueron utilizados a la semana siguiente en un estudio de igual
disefio, pero en el cual se emple6 una sobrecarga de glucosa de 5g/kg de peso corporal
para provocar la hiperglucemia. Se mantuvo la dosis de 0,1g de FZ / kg de peso corporal

de la rata.

2.7.4. Efecto de la administracion de dosis Unicas de Fe?*-Clinoptilolita (FZ) en
perros Beagles.

Hasta este momento habiamos trabajado con mamiferos pequefios como la rata, talvez un
poco mas alejados de la especie humana que sera el destinatario final si este producto
natural con fines terapéuticos llega a probar su efectividad e inocuidad. En este trabajo se
utilizaron perros Beagles que presentan un acercamiento mayor en la escala zooldgica y
posiblemente metabdlica con el hombre. Teniendo en cuenta el mayor tamafio de estos
animales la dosis utilizada en este estudio fue superior a la dosis efectiva maxima
encontrada en ratas (1g/kg de peso de los perros).

Se utilizaron siete perros Beagles machos, con peso entre 8 y 10 kg. Cada uno de estos
animales se utiliz6 como su propio control.

En la primera semana, formando parte del grupo control cada animal recibié en la
mafiana, después de un ayuno de 12 horas 45g de pienso en polvo para perros en
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crecimiento, mezclado con glucosa (1g/kg de peso). Mientras que a la semana siguiente
dentro del grupo de tratamiento, el mismo animal recibié las cantidades de pienso y
glucosa antes descritas pero conjuntamente con Fe?*-Clinoptilolita en una dosis de 1g/kg
de peso.

Las extracciones de sangre para realizar las mediciones de glucosa en sangre se
efectuaron antes de que el animal ingiriera el pienso enriquecido en glucosa, con o sin FZ,
y alos 10, 20, 35, 50, 70, 90, 110, 130 150 y 180 minutos después de la ingestion.

Se calcularon las areas bajo la curva (ABC), tiempo de maxima concentracién de glucosa
en sangre (Tmax) y la concentracion maxima de glucosa en sangre (Cmax).

FORMULA PARA CALCULAR EL AREA BAJO LA CURVA (ABC)

Superficie (ABC)=(a+b/2)*T + (b+c/2) *T + (c+d/2)*T +......

a,b,c =Concentraciones en t1, t2, etc.

T=Tiempo entre dets a, b, c... (1, t2...).

2.7.5. Comparacién del efecto antihiperglucemiante del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) con la
Acarbosa, en perros Beagles.

El estudio y evaluacion farmacoldgica de la capacidad digestiva de glucosa en el animal y
el efecto que puede tener un medicamento sobre esta, se efectia mediante una prueba de
sobrecarga in vivo. Para ello se administr6 a cada animal, en ayunas, cantidades
conocidas de carbohidratos, midiéndose a continuacion la glucemia a intervalos de tiempo
regulares, hasta su vuelta a la normalidad. Se obtiene asi un area debajo de la curva,
delimitada por la curva de las concentraciones de glucemia y los valores del tiempo en el
eje de las abscisas.

Se utilizaron 20 perros Beagles machos (entre 9 y 11kg de peso). Las muestras de sangre
recogidas en tubos secos de cristal se centrifugaron a 3 500 r.p.m. después de haberse
retraido el coagulo para obtener el suero.

Teniendo en cuenta que la dosis efectiva maxima para el Fe?*-Clinoptilolita encontrada en
ratas Wistar fue de 0,5 g por kg de peso del animal y que los perros destinados al estudio
pesaban entre 9 y 11kg (como promedio 10 kg), se decidié administrarles una dosis de FZ
de 5 g. En lo que respecta a la Acarbosa, la dosis media por dia para un humano de 70 kg
es de 300 mg, lo que equivale en el perro de 10 kg a 42 mg por dia. Se decidié sin
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embargo, aumentar esta dosis a 100 mg para aumentar el efecto del medicamento,
aungue no teniamos referencias de la dosis 6ptima 0 maxima en perros.

Se formaron cinco grupos de perros, los mismos animales se utilizaron en mas de una
ocasion, en distintos tratamientos, siempre destinando una semana al descanso y la
recuperacion entre uno y otro estudio.

En la tabla 3 se expone la distribucion de los animales por grupos y la composicién de la
dieta en cada caso, la cual especifica la cantidad de pienso y las dosis de los
medicamentos a comparar. Tanto los tratados con Acarbosa como con Fe?*-Clinoptilolita
ingirieron estos mezclados con 50 gramos del pienso en polvo, y posteriormente se les

proporcionaba el resto de la racién de alimentos.

Tabla 3. Caracteristicas de la dieta suplementada por grupos de perros.

Grupos ([N | Tratamientos

I 18 |Pienso (400 g)

Il 16 |Pienso (400 g), sacarosa (50 g)

1] 10 |Pienso (400 g), sacarosa (50 g), Acarbosa (100 mg)

\Y 13 |Pienso (400 g), sacarosa (50 g), Fe?*-Clinoptilolita (FZ) (5g)
\% 9 Pienso (400 g), sacarosa (50 g), Acarbosa (100 mg) FZ(59)

Las extracciones de sangre se realizaron de la vena cubital de la pata anterior derecha
(2ml), las determinaciones de glucemia fueron al tiempo 0 y a los 30, 60, 90 y 120

minutos, después de la ingestion conjunta del alimento y los medicamentos.

2.7.6. Evaluacion de otros efectos del Fe?-Clinoptilolita (FZ) sobre las

concentraciones de lipidos y la coagulacion en animales.

2.7.6.1. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre los niveles plasmaticos de colesterol
y triglicéridos en conejos.

Se utilizaron 28 conejos machos, Chinchillas, con un peso corporal entre 1,8 y 2 kg. Todos
recibieron una dieta de pienso normal para conejos durante el periodo de estudio. Los

animales permanecieron en jaulas individuales identificadas por grupos mediante tarjetas,
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donde se registr6 el grupo de tratamiento, fecha de comienzo y terminacion del
tratamiento, fecha de extracciones, fecha de sacrificio, peso y cualquier otro dato de
interés que apareciera durante la investigacion. Los animales tenian libre acceso al agua y
a la comida durante todo el periodo que dur6 el estudio, asi mismo existi6 humedad,
temperatura y luz natural.

Se conformaron aleatoriamente cuatro grupos experimentales constituidos por siete
animales cada uno. Un grupo control al que no se le administro el preparado de FZ y tres
grupos que recibieron diferentes dosis de FZ incluido en el pienso (100g por dia) segun
exponemaos a continuacion:

Grupo I. Control. Lactosa talco aproximadamente 2g / kg de peso al dia (4% en el pienso).
Grupo Il. Tratamiento con FZ aproximadamente 0,5 g / kg de peso al dia. (1% en el
pienso).

Grupo lll. Tratamiento con FZ aproximadamente 1 g / kg de peso al dia. (2% en el pienso).
Grupo IV. Tratamiento con FZ aproximadamente 2 g / kg de peso al dia. (4% en el
pienso).

El FZ se administr6 incluido en 100 g de pienso, siete veces a la semana durante un
periodo de 42 dias. A cada animal se le realizé una extraccién de sangre de la vena
central de la oreja, antes de comenzar el estudio y 42 dias después.

Se realizaron mediciones de glucemia, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol total,

fosfatasa alcalina, creatinina y transaminasa glutamico piravica.

2.7.6.2. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre algunos parametros de la
coagulacién (tiempo de protrombinay del tiempo de tromboplastina parcial activada
con caolin) en perros Beagles.

Se estudiaron 10 perros Beagles que fueron asignados aleatoriamente a uno de 2 grupos
de cinco perros cada uno, un grupo control y otro tratado con FZ, con el fin de detectar un
posible efecto de este producto sobre la coagulacion.

La dosis de FZ empleada en este estudio fue superior a la dosis maxima encontrada en
ratas, se debe al antecedente de un estudio en que CZ (un derivado zeolitico
intercambiado con calcio) produjo alteracion de las variables que reflejan la coagulacion,
cuando se utilizé dosis extremadamente altas.
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Todos los animales recibieron diariamente durante 18 dias, 400 gramos de pienso para
perros; el grupo tratado recibio el FZ al 2% adicionado en el pienso.

Las extracciones de sangre se realizaron de la vena cubital de una de las patas
delanteras, con jeringuillas plasticas, antes de comenzar la administracion del FZ y al final
de los 18 dias que duré el estudio; las muestras de sangre se recogieron en tubos
plasticos que contenian citrato de sodio al 3.8 % para el estudio de la coagulacién y en
tubos secos de cristal para la determinacion de la glucemia por el método de la glucosa-
oxidasa. Se obtuvo plasma pobre en plaquetas por la centrifugacion de la sangre
anticoagulada para las determinaciones del tiempo de protrombina (TP) y del tiempo de
tromboplastina parcial activada con caolin (TPTK). Mientras que las muestras de sangre
recogidas en tubos secos de cristal, se centrifugaron a 3,500 rpm después de la retraccion

del coagulo.

2.8. Estudios toxicoldgicos realizados al Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

El FZ ha manifestado efecto antihilerglucemiante en estudios in vitro y en animales de
experimentacion y se hace necesaria su evaluacion toxicologia, comenzando por la
toxicologia aguda y a medida que mostrara su inocuidad continlo otras etapas de

estudios toxicolégicos.

2.8.1. Toxicidad aguda del Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

Este estudio fue realizado en el departamento de evaluacion de productos naturales del
CENSA.

El producto fue evaluado en estudios de toxicidad oral aguda por el biomodelo alternativo
de la LD-50 (118), en Ratas Wistar (12) y en conejos de la linea Semigigante Espafiol
(6), de ambos sexos.

A todos los animales bajo tratamiento se les administré por via oral mediante sonda
esofagica, previo ayuno de 12 horas una dosis Unica de FZ considerada limite de 5g/kg
de masa corporal. Se utiliz6 como vehiculo goma tragacanto 1%, adecuando el volumen a
cada especie (5 ml en ratas y 20 ml en conejos). Los grupos controles recibieron en igual

volumen solo goma tragacanto al 1%.
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El alimento fue retirado 12 horas antes del tratamiento, en tanto que el agua fue
mantenida durante toda la evaluacion.

Posterior a la aplicacién del producto se mantuvo observacién diaria individual durante 15
dias.

Al final de la evaluacion se procedid al sacrificio para el examen anatomopatolégico, se
realizd descripcion macroscopica y microscopica con especial énfasis del tracto digestivo

atendiendo a lo establecido en las normas de la Comunidad Econémica Europea (119).

2.8.2. Evaluacién mutagénica del Fe?*-Clinoptilolita (F2).

Realizados en el Centro de Toxicologia y Experimentacion Animal, CETEX Centro
Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, CENPALAB.

Departamento de Genotoxicidad.

Las pruebas se ejecutaron siguiendo las lineas directrices de la OCDE, 1993 FDA vy de la
Comunidad Econémica Europea de 1993, para los ensayos de genotoxicidad (seccion 4.
Health Effects) y cumplimentando el cédigo de las buenas préacticas de laboratorio para la
Toxicologia Experimental del CENTEX, asi como las resoluciones y regulaciones del
MINSAP, que se exigen por el Centro Estatal para el Control de Medicamentos CECMED,
autoridad reguladora cubana.

Los protocolos de trabajo se realizaron teniendo en cuenta las directrices de la OCDE.
(Organisation for Economic Co-Operation and Development) y la FDA (Food and Drug
Administration), que han sido validados y aceptados para la evaluacion genotéxica.

Se realizaron los siguientes estudios genotoxicos:

1- Ensayo citogenético de la médula 6sea en ratas CENP: SPRD

2- Ensayo de micronucleos en médula 6sea de ratones. CENP: NMRI

3- Ensayo de anormalidades de la cabeza del espermatozoide en ratones CENP: NMRI.
Condiciones ambientales.

El ensayo se realizé en una Sala Protegida de alta seguridad, hermética, con aire tratado
para temperatura, humedad, presion positiva y caudal y es ultrafiltrado mediante filtros
HEPA con un 99.98% de eficiencia.

Temperatura: 24 + 3 °C; Humedad relativa: 60 = 10 %; Cambios de aire: 15 cambios/hora
(sin recirculacién); Fotoperiodo: Ciclo de 12 horas luz en 24 horas.
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Distribucion e Identificacion.

Durante el periodo de readaptacion, los animales se distribuyen al azar por grupos, sexos
y estantes hasta conformar los grupos experimentales.

La identificacibn de los animales se realiz6 por medio de tatuaje en ambas orejas.
También se identificaron por tarjetas que fueron colocadas en las jaulas. Las tarjetas
portaron el nimero Unico de identificacion del animal, compuesto de dos digitos.
Observaciones de signos de toxicidad:

Diariamente se registraron la duracion e intensidad de los mismos, se observo: caida y
aspecto del pelo, estado de los ojos y las mucosas, estado general, patrones de
comportamiento, letargo, suefio, coma, actividad motora, presencia de convulsiones o
muerte, diarreas y salvacion.

Peso corporal: Se pesaban los animales individualmente antes de comenzar el tratamiento
y semanalmente una vez comenzado el mismo asentandose en un modelo.

Consumo de agua y pienso: Se realiz6 individualmente semanalmente durante el tiempo

del ensayo. Se calcul6 la media por grupos asentandose en el modelo.

2.8.2.1. Evaluacién mutagénica del Fe?*-Clinoptilolita (FZ). Ensayo citogenético de la
médula ésea en ratas CENP: SPRD.

Se utilizaron 30 ratas de ambos sexos (10 animales, cinco machos y cinco hembras en
cada grupo). Cenp: SPRD (Sprague Dawley). Se formaron tres grupos de estudio:

Grupo 1. Control negativo: Carboximetilcelulosa.

Grupo 2. Control positivo: 40 mg/kg de peso corporal de ciclofosfamida.

Grupo 3. . Fe?*-Clinoptilolita (FZ) 2g/kg de peso corporal.

Las ratas recibieron el FZ y la carboximeticelulosa por via oral, mientras que la
ciclofosfamida se administro por via intraperitoneal, todos los animales fueron sacrificados
a las 24 horas después del tratamiento, mediante narcosis con éter y dislocacion cervical.
Dos horas antes del sacrificio a los animales se les administré6 por via intraperitoneal
Colchicina en dosis de 4 mg/kg de peso corporal.

Se colecto la médula 6sea del fémur de tres animales y se procedié a su preparacion para
el analisis microscopico. En portaobjetos humedos y frios, se dejaron caer dos o tres
gotas de suspensioén celular y las laminas se secaron al aire y se tifieron con una solucion
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de Giemsa. Se analizaron 50 metafases por animal para cuantificar las aberraciones

cromosomicas.

2.8.2.2. Ensayo de micronucleos en médula 6sea de ratones CENP: NMRI.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el posible efecto mutagénico del FZ, mediante
el estudio de los micronucleos en los eritrocitos policromaticos de la médula 6sea del raton
Cenp: NMRI y el efecto citotoxico en la relacion eritrocitos policromaticos-
cormocromaticos.

La prueba se ejecutd siguiendo las mismas directrices del ensayo de aberraciones
cromosomicas.

El raton en general es una de las especies de roedores mas utilizadas en investigaciones
de Toxicologia Genética y la linea NMRI. presenta un bajo nivel espontaneo de
micronucleos, asi como una alta sensibilidad a diferentes mutagenos por lo que constituye
un biomodelo adecuado para realizar este estudio.

Se utilizaron 30 ratones de ambos sexos (10 animales, cinco machos y cinco hembras en
cada grupo). CENP: NMRI, suministrados por la division de roedores Gnotobiéticos del
CENPALAB.

Se conformaron los mismos grupos de estudio que para el ensayo anterior.

Grupo 1. Control negativo: Carboximetilcelulosa.

Grupo 2. Control positivo: 40 mg de ciclofosfamida /Kg de peso corporal.

Grupo 3. Fe*2-Clinoptilolita (FZ) 2g/Kg de peso corporal.

Al grupo 1 (control negativo) se le administré carboximetilcelulosa por via oral durante 2
dias y al grupo 2 (control positivo) se le administré ciclofosfamida por via intraperitoneal,
(una sola dosis), el grupo 3 recibié FZ por via oral, durante dos dias. A las 24 horas de
concluido el tratamiento, se sacrificaron los animales y se colectdo la médula para su
procesamiento y andlisis. Se analizaron 500 eritrocitos policromaticos por laminas
(1000/animal) para determinar el porcentaje de micronlcleos. Para el indice de

citotoxicidad se contaron 500 células por animal (107, 120).

47



2.8.2.3. Ensayo de anormalidades de la cabeza del espermatozoide en ratones
CENP: NMRI.

El objeto del presente estudio fue evaluar el posible efecto genotéxico y citotoxico del FZ
sobre los espermatozoides del raton.

Este estudio ha sido validado y aceptado para la evaluacion genotoxica (120,121).

Se conformaron tres grupos experimentales de ratones Cenp: NMRI, conformado por
5cinco machos cada uno, entre 8 y 12 semanas de edad, con rango de peso corporal
entre 27 y 30 gramos.

Grupo 1. Control negativo: Carboximetilcelulosa.

Grupo 2. Control positivo: 20 mg de acrilamida /Kg de peso corporal.

Grupo 3. Fe*2-Clinoptilolita (FZ) 2g/kg de peso corporal.

La acrilamida se administré6 por via intraperitoneal a la dosis establecida. El FZ y la
carboximetilcelulosa se administraron por via oral, por cinco dias.

A los 35 dias de iniciado el tratamiento los animales se sacrificaron, procediéndose a la
extraccion de la cola del epididimo la cual fue procesada para la obtencion de la
suspension espermatica. Se analizaron 500 espermatozoides por lamina (1000 por
animal) para detectar el porcentaje de anormalidades, segun la clasificacion de Wyrobect
y Bruce (120).

2.9. Andlisis estadisticos y procesamiento de datos.

Todas las variables determinadas fueron sometidas a pruebas estadisticas de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de varianza de Cochran C, Hartley y Bartlett.
En los casos en que se cumplieron ambas condiciones se llevaron a cabo comparaciones
entre medias mediante Andlisis de Varianzas (ANOVA) y para establecer nivel de
significacién de cada uno de los tratamientos se procedié a la realizacion de la prueba
post hoc de rangos multiples de Student Newman-Keuls (SNK). Las variables que no
cumplieron con las condiciones de homogeneidad y normalidad, fueron analizadas
mediante la prueba U de Mann-Whitney. En todos los casos se realizaron los andlisis
estadisticos para el 95% y 99% de confianza, mediante el programa SPSS para Windows,

version 11.5.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION.

Introduccion al capitulo.

En el presente capitulo se exponen los resultados de los estudios realizados, en los que
se ha observado el efecto antihiperglucemiante del Fe?*-Clinoptilolita en varias especies
de animales de experimentacién y su dependencia de la dosis empleada, asi como los
resultados de la comparacion del efecto del FZ con el que produce la Acarbosa, un
medicamento antihiperglucemiante que se comercializa internacionalmente.

Tres investigaciones muestran la cinética de absorcion de glucosa, fructosa y sacarosa
marcadas con !*C, bajo el efecto de la administracion de FZ, observandose una
diferencia en la absorcion de estas sustancias en presencia del producto. Se describe el
posible mecanismo de accion del FZ como antihiperglucemiante.

Se muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto de este producto sobre algunos
lipidos del plasma en conejos y sobre la coagulacién en perros.

Por ultimo se exponen los resultados de las pruebas de toxicologia aguda y mutagénesis.

3.1. Evaluacién de las propiedades antihiperglucemiantes del Fe?*-Clinoptilolita (FZ)
en animales de experimentacion.

A partir de los resultados obtenidos en la captacion o adsorcion de glucosa por el FZ en
los estudios in vitro (10,11), se considerd que la utilizacion de esta sustancia en animales
de experimentacion, podria ser capaz de disminuir los niveles de glucosa en sangre,
como ocurre con el efecto de los medicamentos antihiperglucemiantes inhibidores de las

enzimas alfa glucosidasas (la Acarbosa, el Fibraguar y el Miglitol) (68,122).

3.1.1. Estudio de diferentes dosis de Fe?*-Clinoptilolita (FZ) en ratas Wistar.

En la tabla 4 se muestran los resultados del célculo de las areas bajo la curva de
concentraciones de glucosa en sangre, para cada uno de los grupos de ratas que fueron
analizados durante dos horas con determinaciones de glucosa cada 30 minutos, teniendo
en cuenta que se emplearon dos esquemas de aplicacion del FZ; uno 15 minutos antes de
la administracion de la sacarosa y en el otro conjuntamente con esta, al mismo tiempo de
administrarse las diferentes dosis del producto (FZ).
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Tabla 4. Valores de las areas bajo la curva (ABC) de la cinética de biodisponibilidad de
glucosa en ratas Wistar, tratadas con diferentes dosis orales de FZ, Simultdneamente y 15
antes de la sobrecarga de sacarosa.

15 minutos antes Simultdneamente
Tratamientos | Area(ABC) % Area(ABC) %
(mmol/l/min) | disminucién (mmol/l/min) | disminucion
Control 705 + 472 763 + 342
0,125 g/kg 606 + 41° 14,1 659 + 54 P 13,7
0,250 g/kg 566 + 84 P 19,7 617 £47° 19,13
0,500 g/kg 557 £ 54 P 21 582 +43°¢ 23
1 g/kg 582 +39° 17,5 625 + 36° 18,1

Nota: Las letras no comunes indican diferencias significativas seguin el ANOVA y la prueba post hoc SNK (p
<0,05)

Se puede observar como los grupos que recibieron las diferentes dosis del producto (FZ),
muestran areas (Biodisponibilidad de glucosa en sangre) significativamente menores, que
las obtenidas para el grupo control, destacandose que los mejores resultados se obtienen
para la dosis de 0,500 g/kg de peso. Todos los datos siguieron una distribucién normal y
con homogeneidad de varianza.

Aungue con los dos esquemas de administracion se obtienen resultados similares, se
observa que en el esquema de tratamiento donde los animales recibieron el FZ junto a la
carga de sacarosa se obtienen mejores porcentajes de disminucion, mientras que solo en
este esquema de tratamiento se encuentran diferencias estadisticamente significativas al
comparar la dosis de 0,5 contra la de 0,125 g/kg y 0,250 g/kg de peso. De estos
resultados pensamos que por motivos de facilidad a la hora de la aplicacion futura de
producto seria conveniente administrar el medicamento simultdneamente o antes de las
comidas.

Al analizar los resultados expuestos en la tabla 4, observamos que en el experimento
donde las ratas recibieron el FZ junto a la sacarosa (al mismo tiempo) figura 4, solo se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre el momento inicial y a los 60
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minutos de haber sido administrado el producto en dosis de 0,5y 1g de FZ por kg de

peso, estos resultados se presentan en la figura 5.

—e— Controles —=—0.125 g/kg 0.250 g/kg
——0.500 g/kg ——1 g/kg

Glucemia (mmol/l)

0 50 100 150

min

Figura 4. Cinética de biodisponibilidad de glucosa en ratas sometidas a distintas concentraciones de FZ

simultAnemente con sacarosa.
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Figura 5. Biodisponibilidad de glucosa (ABC) en ratas, en la primera hora de estudio cuando se suministran FZ
(0,5y 1 g/kg) simultanemamente con sacarosa. [Las letras no comunes indican diferencias significativas
segun el ANOVA y la prueba post hoc SNK (p < 0,05)]
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En esta figura también se aprecian las diferencias entre las éareas, asi como los
porcentajes de disminucion que se produjeron en los valores de glucosa en sangre por
efecto del FZ, en los animales tratados con las dosis de 0,5 y 1g/kg de peso con respecto
a los obtenidos en el grupo control. En el andlisis de las areas bajo las curvas obtenidas
mediante el ensayo del efecto antihiperglucemiante de las diferentes dosis de FZ para
obtener la dosis efectiva 50 (DEso), encontramos que esta se logra con una dosis de 0,1
g/kg de peso y la dosis de Efecto Maximo fue 0,5 g/kg de peso, en las ratas de estudio,
segun el método de Litchfield y Wilcoxon (Método Probit) descrito en materiales y método.
La LD 50 es un parametro de referencia que contribuye a conocer el indice de seguridad
del producto. Por posibles efectos indeseables y de seguridad, la dosis efectiva media es
la que debemos emplear.

En el organismo animal de las ratas, bajo condiciones fisiolégicas normales, la ingesta y
absorcién de glucosa a la sangre provoca un incremento en la secrecion y las
concentraciones de insulina en la sangre, lo que implica un incremento de la utilizacién de
carbohidratos por el musculo y el tejido adiposo, ademas del cese de la produccion
hepética de glucosa y la inhibicién de la glucdlisis.

La concentracion de glucosa plasmatica en el organismo animal sano esta sometida a un
riguroso control. Habitualmente oscila entre 4,4 y 5 mmol/L en sangre por la mafiana en
ayuno. Esta concentracion se eleva de 6,6 hasta 7,7 mmol/L en la primera hora después
de las comidas, si bien los sistemas de retroalimentacion devuelven la glucemia de
inmediato a sus valores habituales, casi siempre a las 2 horas desde la ultima absorcion
de carbohidratos. Posterior a la ingesta de alimentos, el aumento de la concentracion de
glucosa plasmatica al sobrepasar un nivel critico, induce un alza en la liberacion de
insulina, lo que hace que hasta dos tercios de la glucosa absorbida sea almacenada en el
higado en forma de glucdgeno. La insulina y el glucagén de origen pancreatico, operan
como sistemas retroactivos esenciales para mantener la glucemia dentro de limites
normales. Cuando la concentracion de glucosa en sangre aumenta, se secreta insulina; a
su vez, la insulina reduce la glucemia hasta valores normales (123). Por tanto la curva de
las concentraciones de glucemia en sangre en humanos, cuando el metabolismo no se

encuentra alterado, parte de valores entre 4,5 y 5 mmol/L para elevarse en la primera
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media hora despues de la ingestion de glucidos a niveles de 6,6 a 7,7 mmol/L, mientras en
la segunda media hora desciende hasta llegar a valores normales en la hora siguiente.
Las curvas glucémicas en los grupos de ratas que participaron en este estudio de dosis-
efecto tuvieron un comportamiento normal para la especie.

FZ, mostro efecto sobre las concentraciones normales de glucosa en sangre de las ratas
después de la ingestidon de carbohidratos en forma de glucosa, se observé la modificacion
de estas curvas que representan una prolongacion de la absorcion de la glucosa (Tabla 4
y figuras 4 y 5), disminuyendo las areas bajo la curva de los animales que lo ingerian, con
una dosis efectiva media aceptable para un medicamento de su tipo, comparable con los

gue existen en el mercado; la Acarbosa y el Fibraguar (123-125).

3.1.2. Absorcion de sacaridos con is6topos marcados en ratas.

3.1.2.1. Efecto del Fe?-Clinoptilolita (FZ) sobre la biodisponibilidad de glucosa
marcada con #C en ratas Wistar.

En la figura 6 pueden observarse las concentraciones medias de glucosa en el suero de
las ratas de ambos grupos (control y tratadas con FZ), medidos indirectamente a través de
los conteos de radiaciones B y del calculo de actividad especifica de **C unido a la
molécula de glucosa. Las concentraciones obtenidas para el grupo que recibio glucosa,
junto al suplemento de FZ, son inferiores. También el area bajo la curva de este grupo fue
inferior (Tabla 5), lo que evidencia, el efecto sobre la glucosa en sangre de este producto
in vivo. Ambos grupos (control y tratamiento) presentaron el pico de maxima absorcion de

glucosa a los 30 minutos.
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Figura 6. Actividad especifica de glucosa en sangre de ratas, medida como *C en los grupos: control y
tratado con FZ. Nota: Las letras no comunes indican diferencias significativas segin el ANOVA y la prueba
post hoc SNK (p < 0,05)

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de las curvas de actividad
de glucosa marcada con #C en sangre en los diferentes grupos de ratas (control y
tratado con FZ)

Glucosa C
Control
FZ
Area debajo de la curva
_ _ 194783 167618*
(entre 15y 60 min) (c/l/min)
Tiempo de concentracion
_ _ 30 30
maxima (min)
Concentracion maxima act.
. 4964 3972
especifica (c/g/m)

* Grado de significacion segin el ANOVA para p<0,05

Estos resultados sugieren la posible propiedad de FZ para captar glucosa en el sistema
digestivo, y por tanto disminuir la absorcion intestinal del monosacarido, mecanismo este
gue le confiere al producto una notable utilidad para controlar las concentraciones de

glucosa en sangre, resultado acorde con los estudos in vitro llevados a cabo por
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Concepcion Rosabal donde observé una captacion o adsorcién de glucosa por el FZ (10,
11, 44, 45).

3.1.2.2. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre las concentraciones de fructosa
marcada con '#C en ratas.

En la figura 7 se presentan los valores de actividad especifica de fructosa marcada con
14C en (conteos /g.min) a los tiempos en los cuales se realizaron las determinaciones en
sangre, después de administrada a las ratas la fructosa marcada por via oral.

La fructosa en sangre alcanza su maximo valor alrededor de una hora después de
suministrada la carga de fructosa tanto sola como con el FZ.

Como los datos no cumplieron con la normalidad y homogeneidad de varianza, se aplico
el método no paramétrico de Mann-Whitney para la estimacion de las diferencias entre el
grupo control y el de tratamiento con FZ, observandose que existen diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo con tratamiento.

Puede apreciarse que los picos de maxima absorcién para los azlcares estudiados se
observan a diferentes tiempos, la absorcion de la fructosa es mas lenta que la de glucosa
cuyo maximo de absorcién correspondié a los 30 minutos, segun el experimento anterior,
mientras que la fructosa fue a los 60 minutos. Estos resultados sugieren una vez mas que
el FZ es capaz de disminuir la absorcién de glucosa a la sangre inmediatamente después
de la ingestion de glucosa, sin embargo, la fructosa se comporta diferente.

Esto se debe a que la velocidad de absorcion de la fructosa desde la luz intestinal a la
sangre es menor que la glucosa. En esta figura se aprecia que la absorcion de fructosa
se afecta poco cuando se ingiere junto con el FZ. Las investigaciones llevadas a cabo por
Concepcién-Rosabal, in vitro, demuestran que existe una captacion preferencial de FZ
por la glucosa, resultados que concuerdan con los obtenidos in vivo en ratas tratadas con
FZ. Donde se observo una captacion preferencial o adsorcion de glucosa por el FZ en el

sistema digestivo (10,11, 44, 45), con un comportamiento diferente de la fructosa.
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Figura 7. Actividad especifica de fructosa en sangrede ratas, medida como *C en los grupos: control y
tratado con FZ. [Las barras indican la desviacion estdndar de la media. Las letras no comunes indican

diferencias significativas segin segun el método no paramétrico de Mann-Whitney (p < 0,05)]

Estos resultados sugieren una baja adsorcion de la fructosa por el FZ cuyas
concentraciones en sangre no se ven afectados por la ingestion de FZ como ocurre con la
glucosa, este comportamiento es sugerente de la afinidad adsortiva del FZ hacia la
glucosa frente a la fructosa, que pudiera estar fundamentada por las diferencias en el
mecanismo de interaccién entre los iones Fe?* del FZ y los a&tomos oxigenos de los grupos
carbonilo de las funciones aldehido y cetona de la molécula de glucosa y la fructosa

respectivamente.

3.1.2.3. Efecto del Fe?-Clinoptilolita (FZ) sobre la biodisponibilidad intestinal de
glucosa proveniente de una fuente de sacarosa marcada con *C.

En la figura 8 se observan los resultados de la determinacion de la actividad especifica en
sangre para cada tiempo en los cuales se realizaron las extracciones. Asi mismo se
determinaron las areas bajo la curva y se compararon los resultados entre los dos grupos,
control y el tratado con FZ.

Los resultados presentados en la Figura 8 muestran niveles inferiores de glucosa marcada
en sangre en las ratas del grupo tratado con (FZ), medidos indirectamente a través de las
actividades especificas de la glucosa que pasd hacia la sangre, datos que tuvieron una

distribucién normal y con homogeneidad de varianza.
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Figura 8. Actividad especifica de glucosa y fructosa en sangrede ratas, medida como #C en los grupos:
control y tratado con FZ. Con una sobrecarga de sacarosa. [Las barras indican la desviacion estandar de la
media. Las letras no comunes indican diferencias significativas segin el ANOVA y la prueba post hoc SNK

(p <0,05)]

Las areas bajo las curvas mostraron diferencias (p < 0,05). En el grupo tratado con FZ fue
de 83 % con respecto al grupo sin tratamiento, es decir, un 17% menor. De estos
resultados se puede inferir que existe una menor absorcion de glucosa en este grupo que
recibio FZ. Se corroboro la efectividad del FZ en la disminucion de la biodisponibilidad de
glucosa en sangre, cuando la fuente de ingestiébn de glucosa es un disacarido como la
sacarosa. El paso hacia la sangre de la glucosa escindida por las alfaglucosidasas
intestinales a partir de la sacarosa ingerida, fue limitado (menor cantidad), en las ratas a
las que se les administro FZ.

Estos resultados sugieren que la glucosa y la fructosa liberadas por la accién enziméatica
de las alfaglucosidasas intestinales sobre la sacarosa, fue absorbida hacia la sangre en
menor cantidad, aunque es posible que una parte de la actividad de '*C detectada se
deba a la presencia de fructosa marcada, ya que el marcaje radioisotopico de la sacarosa
ocurre indistintamente en los carbonos de la fructosa y la glucosa, pero como este
fendmeno ocurre por igual en los dos grupos y los conocimientos de los estudios
anteriores in vitro (10, 11, 44, 45), e in vivo muestran que la captacion de glucosa es

preferencial creemos que la diferencia estadistica (p < 0,05), entre las dos curvas se deba
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a la disminucién en la absorcién de glucosa y no por la parte que le corresponde a la
fructosa.

Teniendo en cuenta que la actividad especifica 1*C en plasma fue un 17 % inferiores en el
grupo con tratamiento que en el grupo control, podemos pensar que el FZ disminuy6 el
paso de carbohidratos a la sangre, sugiriendo que su propiedad como adsorbente de
glucosa en el intestino se mantiene aln cuando se ingiera esta en forma de un sacarido
complejo como la sacarosa.

Sin embargo, se observé que cuando se dio por concluido el estudio, a las 2 horas de
haberse administrado la carga de sacarosa, no se habia alcanzado el punto o tiempo de
maxima absorcidén, es posible que a ese tiempo no hubiera concluido la escision y
absorcién de la glucosa y la fructosa liberadas por las enzimas alfaglucosidasas.

Una cantidad significativa de fructosa resulta de la digestion de la sacarosa, la cual es
convertida en glucosa en la pared intestinal antes de pasar a la circulacion portal y al

higado.

3.2. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre el control glucémico en un modelo de
ratas que se le ha provocado hiperglucemia.

Los resultados obtenidos hasta este momento de la investigacion sugieren el efecto
antihiperglucemiante del FZ, basado en su propiedad adsortiva sobre la glucosa, asi como
gue esta accién que se habia encontrado inicialmente en estudios in vitro, podia ocurrir en
el intestino de animales de experimentacion sanos a los que se administraba el producto
conjuntamente con carbohidratos seleccionados en concentraciones conocidas.

Se hacia necesaria la caracterizacion de las propiedades antihiperglucemiantes del FZ, en
condiciones mas cercanas a las que encontrara en el desempefio de la practica clinica.
Teniendo en cuenta los argumentos antes expresados se llevo a cabo la realizacion de un
estudio en animales “diabéticos”, especificamente en ratas a las que se provocd una
diabetes experimental por la administracibn Unica de Streptozotocina (106), que las
convirtiera en ratas hiperglucémicas “diabéticas”.

Caracteristicas generales de los animales. Inicialmente el 70% de los animales se
convirtieron en hiperglucémicos, lo que se comprobé por la determinacién de glucemia en
ayunas. Se observé que estos animales ingerian agua y alimentos en mayor cantidad.
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Se evaluo el efecto del FZ (dosis de 0,1g/kg de peso) sobre los niveles de glucemia
determinados en los tiempos 0, 15, 30, 45, 60 y 90 minutos, posteriores a la
administracion de una carga de glucosa de 1g/kg de peso de la rata (se emple6 esta
prueba de tolerancia a la glucosa por ser representativa de la medicién de la glucemia
postprandial). Los resultados que aparecen en la figura 9; muestran valores medios de
glucemia inferiores en el grupo bajo tratamiento con FZ, especialmente a los 30 minutos
que fue el punto de méxima absorcion de glucosa.
Los valores iniciales de glucemia en ayunas se comportaron dentro del rango normal para
estos animales, algo no esperado, pues la aplicacion de Streptozotocina debioé convertir
los mismos en ratas hiperglucémicas en ayunas, de forma estable y por tiempo
prolongado. A penas 10 dias después los animales estaban normo glucémicos en la
extraccion inicial. Otros autores han contactado que las ratas hiperglucémicas tratadas
con STZ tienden a una recuperacion a largo plazo a partir del pequefio grupo de células
de los islotes que quedaron intactas. De hecho las ratas en este estudio volvieron a la
normalidad en un corto plazo de tiempo, que no corresponde con lo descrito en la
literatura. Parece ser que la dosis aplicada o las caracteristicas metabolicas propias de
estas ratas las llevaron a una recuperaron temprana.
De todas formas las elevaciones de glucemia provocadas en estos animales muestra un
dafio pancreatico y los resultados de la aplicacion del FZ sobre la glucemia postpandrial
se mostraron en el estudio de estas ratas a las cuales se le habia provocado un dafio
pancreatico.

El tratamiento con FZ disminuyo el pico glucémico que se produce como consecuencia
de la ingestion de la carga de glucosa como se observa en la figura 9.

El resultado de hallar el area bajo la curva, con dosis de glucosa aplicada de 1g/kg peso
de la rata, fue 12,3% menor en el grupo bajo tratamiento con respecto al grupo control.
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Figura 9. Evolucién temporal de la glucemia en ratas con hiperglucemia inducida, tratadas con FZ 0,1g/kg y
glucosa 1g/kg de peso) y un grupo control (Glucosa 1g/kg de peso). Nota: Las letras ho comunes indican
diferencias significativas segin el ANOVA vy la prueba post hoc SNK (p < 0,05)

Se evaluo ademas el efecto del FZ en dosis (0,1g/kg de peso) sobre las concentraciones
de glucosa determinados a tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 minutos,
posteriores a la administracion, en este caso, con una carga de glucosa de 5g/kg de peso
de la rata. Los resultados se muestran en la figura 10; se observa que los valores medios
de glucemia en los animales del grupo bajo tratamiento son menores, especialmente a los
90 minutos que fue el punto de maxima absorcién, lo cual evidencia que el FZ disminuye
el pico glucémico en comparacion con el grupo control en el periodo postprandial. En este
estudio en que se administra una carga mayor de glucosa (5g/kg de peso) se obtiene un
efecto mas pronunciado del FZ como se observa en el calculo del area bajo la curva, que
resultd significativo con ambas dosis de glucosa administrada.

El resultado de determinar el area bajo la curva, con dosis de glucosa aplicada de 5g/kg
peso de la rata, fue 35% menor en el grupo bajo tratamiento con respecto al grupo control.
El efecto antihiperglucemiante se evidencidé a traves de la comparacion de las

concentraciones de glucosa determinados en un grupo control sin tratar, con respecto a
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un grupo tratado con una dosis de FZ (de 0,1g/kg de peso corporal), después de la
administracion por via oral de una carga de glucosa. Estas caracteristicas se repitieron en
en el segundo estudio que se diferenciaron entre si solo por la concentracion de glucosa
administrada figuras 9 y10.
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Figura 10. Evolucién temporal de la glucemia en ratas con hiperglucemia inducida, tratadas con FZ 0,1g/kg
y glucosa 5g/kg de peso) y un grupo control (Glucosa 5g/kg de peso). [Las barras indican la desviacion
estandar de la media. Las letras no comunes indican diferencias significativas segun el ANOVA y la prueba
post hoc SNK (p < 0,05)]

Tanto para la carga de glucosa de 1g/kg de peso como para la de 5g/kg, la glucemia fue
menor en el grupo tratado con FZ, lo que se hizo mas evidente para la carga mayor de
glucosa, siendo este un resultado inesperado, ya que previamente habiamos pensado que
a mayor carga de glucosa se produciria la saturacién del FZ que limitaria su efecto, sin
embargo, al parecer el incremento de la concentracion de glucosa en el medio provoca un
aumento en la propiedad de adsorcién del FZ y por tanto en su eficacia, lo que hace méas
prometedora la efectividad del producto. FZ es capaz de soportar cargas mayores de
glucosa cuando sus concentraciones en el medio son mayores.

Basandonos en los resultados satisfactorios obtenidos hasta ahora, se puede plantear que
el FZ retne cualidades tan importantes como la efectividad, la inocuidad y la economia,
debido a esto, pudiera estar destinado a mejorar la calidad de vida de pacientes

diabéticos, obesos, con sindrome de resistencia a la insulina entre otros.
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El FZ por el tamafio de particula no es absorbido por el intestino, en ensayos realizados
por nuestro equipo de investigacion, se observd que en cerdos no hay absorcion intestinal
de FZ, debido al tamafio de las particulas (datos no mostrados). Parece ser que la
glucosa y otros monosacaridos que no son absorbidos en la primera porcion del intestino
delgado por la fuerte union al FZ, continden hacia el tubo digestivo distal donde son objeto
de transformaciones metabdlicas por la accidon de los microorganismos intestinales, ya
gue en los estudios toxicoldgicos realizados no se encontrdé una disminucion del peso de
los animales tratados con FZ. Los productos finales de estas transformaciones, pueden
contribuir en el mantenimiento de la fisiologia animal a través de otras rutas metabdlicas
distintas a la glucosa e impedir que el FZ, afecte el metabolismo general o el metabolismo
energético de los animales como ocurre con la Acarbosa (122, 124, 125,126). El aumento
de la actividad de las enzimas disacaridasas, observado en los experimentos realizados
por Gonzalez T. (34), pudiera manifestarse en una mejor digestion de los alimentos
ingeridos por los animales y no ocurrir una pérdida de peso en los mismos.

Pensamos que el FZ provoca una disminucion de la absorcion intestinal de glucosa en
una primera etapa a su paso por el tubo digestivo proximal, después que el animal ingiere
el alimento, que se recupera en porcion distal por accion de la flora intestinal sobre los
carbohidratos, trayendo como consecuencia un almacenamiento mas eficaz del azucar
como glucogeno hepatico y por tanto, hay menor paso de glucosa del area esplacnica a la
circulacion periférica (123), que implica menor concentracion en sangre en los periodos
postprandiales, lo cual constituye el objetivo de cualquier medicamento en el tratamiento
para pacientes diabéticos.

Pensamos que quizas un disefio en el cual la dosis de FZ se incrementara a 0,5 g /kg sin
variar la concentracion de glucosa administrada a 1g/kg de peso hubiera aportado

resultados mas concluyentes.

3.3. Efecto de dosis Unica de Fe?*-Clinoptilolita (FZ) en perros Beagles.

En la figura 11 se muestra el comportamiento de las concentraciones de glucosa en
sangre en los perros Beagles asignados como grupo control y los tratados con el FZ,
después de recibir ambos grupos la carga de glucosa, durante los 180 minutos que duro el
estudio. Puede apreciarse, que cuando los animales son tratados con el FZ a una dosis

62



de 1g/kg de peso, se reduce la biodisponibilidad de glucosa. Estos datos cumplieron con

los criterios de normalidad y homogeneidad, establecidos para realizar un ANOVA.
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Figura 11. Cinética de la biodisponibilidad de glucosa sérica en perros Beagles (control y tratados con FZ)
previa sobrecarga con glucosa (1g / kg de peso). [Las barras indican la desviacion estandar de la media.
Las letras no comunes indican diferencias significativas seguiin el ANOVA 'y
la prueba post hoc SNK (p < 0,05)]

Los resultados muestran diferencias significativas de las concentraciones plasmaticas de
glucosa entre el grupo bajo tratamiento y el grupo control, a partir de los 120 minutos y
hasta los 180, aunque esta diferencia no fue significativa durante la primera hora del
estudio.

Estos resultados demuestran que los perros eran normoglucémicos ya que los
mecanismos de regulacion, luego de un ayuno de doce horas, mantenian las
concentraciones normales de glucosa en sangre. Del mismo modo se evidencia la
regulacion dinamica de la glucosa postestimulacion ya que dos horas después de la
sobrecarga de glucosa inicial (1g /kg de peso) las concentraciones plasmaticas de glucosa
comienzan a mostrar una tendencia a la normalizaciéon, como describe Tirone en su

estudio sobre la regulacion de la glucemia (127).
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En la tabla 6 se presentan los resultados del analisis de las curvas construidas con los
valores medios de la glucemia en perros Beagles al grupo que se le administré FZ y sin

este producto.

Tabla 6. Parametros determinados a partir de las curvas de comportamiento de glucemia
en perros Beagles.

Tratamiento
Control
con FZ

Area bajo la curva (mmol/L/min) 637,06 + 39,2 |523,34+36,6°

Tiempo de méaxima concentracion de N
_ 115,19+ 10,9 | 101,64 £ 10,3
glucosa en sangre (min)

Concentracion maxima de glucosa en

579+ 1 4,06+ 06"
sangre (mmol/L)
Tendencia de subida de la curva (Ka) 0,035 +£0,020 |0,028 +0,010"s
Tendencia de bajada de la curva (Kc) 0,013+ 0,008 | 0,012 +0,005"s

Nota: * Significacion estadistica, " No significacion estadistica para p < 0,01. Segun el ANOVA.

El hecho de que el area bajo la curva como se observa en la tabla 6, sea menor para el
grupo de animales que son tratados con el FZ, con respecto a cuando no lo reciben,
sugiere que esta sustancia limita el paso de la glucosa del intestino a la sangre. Se
observa ademas, que cuando los animales reciben el FZ presentan concentraciones
maximas de glucosa en sangre mucho menor (30%), que el grupo control y estas
concentraciones maximas, se producen aproximadamente 15 minutos antes, como
consecuencia de un retraso en la biodisponibilidad de la glucosa y una mejor utilizacion
de esta por parte del animal.

Estos resultados sugieren que in vivo, FZ limita la biodisponibilidad de la glucosa cuando
este se suministra al animal junto con una fuente de carbohidratos, que en esta ocasion

esta dada por la combinacion de los carbohidratos del pienso y la glucosa incorporada en
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el experimento. Estos resultados sugieren que el FZ disminuye de manera significativa p <
0,01 y apreciable las concentraciones de glucosa en sangre en animales de
experimentacion mayores que las ratas y mas cercanos al hombre tambien concordantes
con los estudios anteriores y los resultados in vitro (10, 11, 44, 45) llevados a cabo por

Cocepcion Rosabal.

Posible Mecanismo de Accién del Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

Para comprender lo que sucede en el sistema digestivo en cuanto a la disminucién de la
absorcion de glucosa en los animales que han sido tratados con FZ, por via oral, durante
el periodo postprandial y la consecuente disminucién de la glucemia, debemos remitirnos
a los trabajos previos de Concepcién-Rosabal (10, 11, 44, 45), en los cuales quedd
demostrada la preferencia de adsorcién de la glucosa por el FZ en presencia de fructosa y
sacarosa, ademas la baja desorcion, asi como la notable estabilidad del complejo hasta
los 200°C de temperatura. Estos resultados conducen al planteamiento de que la unién
establecida entre la glucosa y el hierro, incorporado a la clinoptilolita pudiera ser descrita
como un mecanismo fuerte de adsorcion (quimiosorcion), que se apoya con los ensayos
cinéticos de absorcién de glucosa, fructosa y sacarosa marcadas con **C en el tubo
digestivo y la biodisponibilidad de glucosa, realizados en este trabajo en los epigrafes
anteriores, donde se observo la preferencia de FZ por la captacion de glucosa es decir la
menor biodisponibilidad de la glucosa en sangre que pasa del sistema digestivo cuando la
misma se ingiere junto a FZ, contrario a lo que sucede cuando se ingiere fructosa con FZ
y en menor medida la sacarosa.

Templeton (128) establecié que los compuestos que contienen grupos funcionales
insaturados, especificamente funciones del tipo aldehido o cetona tienen en el carbono o
en el oxigeno del grupo carbonilico, un sitio apropiado para recibir ataques de agentes
nucleofilicos.

Los aldehidos tienen el grupo carbonilo (C=0) al final de la cadena carbonada (R o R’) o
en una cadena lateral mientras que, las cetonas contienen el grupo carbonilo dentro de la

cadena carbonada. Esquematicamente esto puede verse asi: Figura 12.
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Figura 12. Funciones aldehido y cetona.

Aunque los aldehidos y las cetonas presentan el mismo grupo funcional, el hecho de que
en los aldehidos este se encuentre unido a una cadena carbonada y a un H mientras que
en las cetonas estd unido a dos cadenas carbonadas, provoca ciertas diferencias en la
reactividad de aquellos compuestos que posean uno de estos grupos.

El mayor responsable de la reactividad quimica del grupo carbonilo es el atomo de
oxigeno, ya que posee una mayor densidad de carga negativa libre & (-) (128). También
ocurre que el carbono carbonilico del aldehido se encuentra mas deficiente de electrones
que el de las cetonas, ya que recibe menos efectos inductivos por lo que reaccionara con
mayor facilidad. Ademas, el grupo aldehido posee un menor apantallamiento a su nube
electronica (impedimento estérico) ya que uno de sus sustituyentes es el H, esto provoca
gue el estado de transicion de sus reacciones esté menos impedido estéricamente que en
las cetonas.

Para comprender con claridad la interaccion de los sacaridos con agentes reductores en la
figura 13 se representaron esquematicamente las moléculas de glucosa y fructosa, y se
sefialaron las funciones aldehido y cetona que caracterizan a cada uno de estos
carbohidratos.

El hierro incorporado en forma de FeSOs a NZ para obtener Fe 2*clinoptilolita (FZ2)
presenta una alta densidad de carga positiva libre 6 (+), por lo que atacara
preferentemente al oxigeno del grupo carbonilo (C=0) de la funcion aldehido de la
glucosa. Durante este ataque, el hierro actia como agente reductor por lo tanto se oxida y
la molécula de glucosa se reduce teniendo lugar la interaccion hierro glucosa. En la figura

13 se ilustra también el punto por donde pudiera ocurrir la interaccion hierro-glucosa.
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Figura 13. Representacion esquemética de las moléculas de D-glucosa y D-fructosa.

Un mecanismo similar se pudiera postular para la unién con la fructosa, pero en este caso
el grupo carbonilo se encuentra formando parte de la cadena carbonada (funcion cetona)
lo que hace que la nube electronica del oxigeno cabonilico esté mas comprometida con el
resto de la molécula y el ataque por parte del hierro sea mas dificil que en el caso de la
glucosa. Por tanto, la posicion del oxigeno en la fructosa dificulta fuertemente su
participacion en el enlace con el hierro.

Este andlisis justifica las diferencias entre los porcentajes de adsorcion de glucosa y
fructosa por FZ (128, 129). En el caso de la sacarosa, vemos que su molécula esta
formada por una unidad de glucosa y otra de fructosa unidas a través de un enlace

glucosidico (figura 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de la molécula de sacarosa.

Se destaca el enlace glucosidico que forma la molécula de sacarosa a partir de una
unidad de glucosa y otra de fructosa Figura 14. La hidrolisis en medio &cido de la
sacarosa produce la separacion de los monosacaridos que la forman. Esto implica que
cuando se pone en contacto el Fe?*-Clinoptilolita con una solucién de sacarosa, debemos
explicar el mecanismo de interaccién entre FZ y el disacarido en funcién de los dos
monosacaridos de forma independiente. Teniendo en cuenta dicha consideracién, el
mecanismo tentativo que proponemos sigue la linea de analisis descrita anteriormente
para la glucosay la fructosa.

Cuando ponemos en contacto Fe?*-Clinoptilolita (FZ) con una solucién de sacarosa, es de
esperar que capture mas glucosa que fructosa debido a la marcada preferencia del FZ por
la primera. Considerando este hecho, es logico que el porcentaje de adsorcion de glucosa
sea superior al de fructosa.

Estos resultados evidencian la formacion del llamado complejo Fe?*-glucosa y sugieren
gue este podria ser uno de los mecanismos de accién de FZ, pero no descartamos que

pueda no ser el unico.
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Generalmente en los alimentos ingeridos, los carbohidratos representan la principal fuente
de energia de la mayoria de las dietas, cubriendo aproximadamente el 50% de los
requerimientos energéticos diarios, los mas importantes en la alimentacion humana son el
almidén y la sacarosa, que constituyen entre el 80 y el 90 % de los carbohidratos
ingeridos. Del 60 al 70 % de esta cantidad, proviene del almidon y del 20 al 30 % de la
sacarosa. Antes de ser absorbidos ambos deben ser escindidos mediante hidrélisis
enzimética, la digestion intestinal los transforma en moléculas mas pequefas y finalmente
en monosacéaridos absorbibles. La glucosa es la forma quimica utilizable en el
metabolismo energético, y su medicion en plasma es indice del control metabdlico
instantaneo en la Diabetes Mellitus (control glucémico). EI mayor porcentaje de glucosa
proviene del almidoén, polisacérido formado por unidades de glucosa y de sacarosa que se
desdobla por la accion enzimética en glucosa y fructosa, esta Ultima es absorbida en
menor grado por el intestino humano (130).

La propiedad de FZ para adsorber glucosa en el tubo digestivo se puso de evidencia en
los resultados de los estudios in vitro, farmacolégicos y cinéticos realizados (10, 11, 44,
45).

Nuestros resultados en los estudios efectuados con perros y ratas confirman la propiedad
del FZ para disminuir la biodisponibilidad de glucosa en sangre en los animales que
ingirieron carbohidratos junto al FZ; que pudiera corresponder con la propiedad de FZ de
captar glucosa en la primera porcién del sistema digestivo, y por tanto, disminuir la
absorcion en la primera porcion del intestino delgado, del monosacéarido glucosa,
mecanismo este que le confiere al producto una notable utilidad para controlar los niveles
de glucosa en sangre en el periodo postpandrial, y evidencia los beneficios que aportaria
su empleo como medicamento antihiperglucemiante en pacientes diabéticos (figura 2-9).
Puede apreciarse que hay diferencias en los tiempos de los picos de maxima absorcion
para los azucares estudiados, la absorcién de la fructosa fue mas lenta que la de la
glucosa. La absorcién de fructosa no sufre gran variacion cuando esta se ingiere junto al
FZ (Figura 7).

Todos estos resultados apuntan hacia una baja adsorcion de la fructosa por el FZ cuyos
niveles en sangre no se ven muy afectados por el producto como ocurre con la glucosa,
este comportamiento es indicativo de la preferencia adsortiva del FZ para la glucosa que
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pudiera estar fundamentada por las diferencias en el mecanismo de interaccion entre los
iones Fe?* del FZ y los oxigenos de los grupos carbonilo de las funciones aldehido y
cetona de la glucosa y la fructosa, respectivamente.

La sacarosa que es escindida por las enzimas alfa glicosidasas intestinales en glucosa y
fructosa se muestra menos afectada que la glucosa por el tratamiento con FZ (figura 8),
aunque se observa su efectividad. El FZ adsorbe prioritariamente la glucosa coincidente
con los estudios in vitro (10, 11, 44, 45).

3.4. Comparacion del efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) con un farmaco
antihiperglucemiante de referencia (Acarbosa), en perros Beagles.

El efecto antihiperglucemiante de los distintos tratamientos (Acarbosa y FZ) utilizados en
los perros, se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Glucemia en los diferentes grupos de perros estudiados, a los tiempos en que se

realizaron las determinaciones.

Glucemia (mmol/L)

Tiempo (min) 0 30 60 90 120
Grupo | Pienso (400 g) 4,72+40,592| 4,840,542 | 4,91+0,692 | 4,440,622 | 3,92+0,64°2
Grupo Il 4,5+0,72° | 5,97+1,16° | 5,47+0,81° | 530,77 | 4,18+0,49°
Pienso + Sacarosa (50 g)

Grupo 1l

Pienso +Sacarosa 4,140,592 | 4,27+0,40° | 3,99+0,43? | 3, 85+0,452 | 4,19+0,39%
+ Acarbosa 100mg

Grupo IV

Pienso + Sacarosa + FZ| 4,1+0,592 | 4,8+0,91°¢ | 4,43+0,90¢ | 4,2+0,62°¢ | 4,67+0,44%2
(59)

Grupo V

Pienso + Sacarosa +| 3,940,602 | 4,35+0,80°¢ | 4,4+0,90¢ | 4,01+0,80¢ | 3,8+ 1,00°
Acarbosa + FZ

Nota: Las letras no comunes indican diferencias significativas segin el ANOVA y la prueba post hoc SNK
para p<0,05. Los valores de concentraciones se expresan como (MediatDesviacion Estandar)

Se evidenci6 que todos los grupos de animales que recibieron el farmaco o el FZ,
individualmente o en forma combinada presentaban diferencias significativas (p<0,05) con

respecto al grupo Il a partir de los 30 minutos. El grupo | que solo recibi6 el pienso, sirvio
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de referencia para observar el comportamiento normal de la glucemia después de la
ingestion de alimento sin sobrecarga de glucosa, siempre estuvo por encima de los
grupos lll, IV y V, que se le administraron los diferentes tratamientos. El grupo Il estuvo
sujeto a una hiperglucemia inducida por una sobrecarga oral de glucosa sin tratamiento

con FZ o Acarbosa.
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Figura 15. Curvas medias de glucemia de cada grupo de perros en los diferentes tiempos de las
extracciones.

En la figura 15 se observan las curvas medias de glucemia post-estimulacion de cada
grupo. Los grupos lll, IV y V que ingerian los farmacos presentaron las curvas con valores
mas bajos. Como se observa en la figura 16, donde se muestran los porcentajes de
disminucién de cada grupo con respecto al grupo Il, control positivo, los porcentajes de
disminucion fueron 72, 52 y 60 respectivamente. Al aplicar la prueba SNK se demostr6
gue todos los grupos tratados con las sustancias antihiperglucemiantes, mostraban una
diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo Il. (p<0,05 Grupos
lll, IV'y V comparados contra grupo ll).

Los inhibidores de las alfa Glucosidasas (AGIs) estan entre los medicamentos disponibles
gue impiden la degradacion de glucosa. La enzima alfa glucosidasa esta localizada en el
borde del cepillo del intestino delgado y es requerida para la degradacion de
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carbohidratos complejos en monosacaridos absorbibles. Los AGIs se enlentecen, aunque
no impiden, la absorcion de los carbohidratos ingeridos, haciendo menor el pico de la

glucemia postprandial mientras que la insulina alcanza el maximo efecto.

Existen tres investigaciones que soportan una evidencia cuya fuerza tiene el maximo nivel.
Meneilly y cols. (64), estudiaron 45 pacientes diabéticos de tipo 2 con fracaso a
tratamiento dietético. Los pacientes que recibieron Acarbosa en relacion con los que
recibieron placebo mostraron una reduccién media en la glucosa plasmatica en ayunas de
13 mg/dl (10%), y de 45 mg/dl (26%) en la glucemia dos horas post-estimulacion. La Hb
Alc tenia unos valores absolutos medios inferiores en 0,8% (descenso del 10%), y los
pacientes que recibieron Acarbosa mostraron un incremento en la sensibilidad a la
insulina. Hasche y cols. (65) mostraron tras dos afios de seguimiento de 60 pacientes con
diabetes tipo 2 y con fracaso al tratamiento nutricional, un descenso en los valores de
HbAlc de 0,9% mayor en los que recibieron Acarbosa en relacion con los que recibieron
Placebo. Esto permitié que el 89% de los pacientes que recibieron Acarbosa, en relacion
al 49% de los que recibieron Placebo obtuvieran un indice de respuesta considerado
optimo por el valor absoluto de HbAlc alcanzado. Calle (131) demostré en pacientes con
diabetes de tipo 2, diagnosticados con sobrecarga oral de glucosa, por lo tanto en una
fase clinica muy precoz, un descenso en la glucosa plasmatica en ayunas de 16 mg/dl y
en la Hb Alc de 0,2%.

Cuando se desarrolla un nuevo producto farmacolégico éste debe lograr un efecto igual o
superior al de aquellos medicamentos de similar mecanismo de accién, o poseer menos
efectos secundarios indeseables, y mostrar un balance costo beneficio superior.

En el presente experimento se compard el efecto de nuestro producto FZ, con la
Acarbosa reconocida en el mercado farmaceutico como antihiperglucemiante.

Como parece indicar, FZ logra disminuir los niveles de glucemia mediante un mecanismo
de quimioadsorcion de glucosa, o sea, mediante un mecanismo diferente a los postulados
para los antihiperglucemiantes conocidos (inhibidores de las enzimas alfaglucosidasas
intestinales) que se mantienen en el mercado como farmacos complementarios en el
tratamiento de la hiperglucemia.

En un estudio en el que se evaluaron los efectos de la Acarbosa en el tratamiento de la

diabetes, 52 pacientes diabéticos de tipo 2 recibieron Acarbosa durante dos meses, lo que
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produjo una disminucion de la glucemia postprandial en un 26%, en relacién con el
periodo precedente, y se redujeron las concentraciones de hemoglobina glucosilada,
glucosuria, triglicéridos y el peso corporal en los casos que presentaban una diabetes mal
controlada (131).

Los resultados de la comparacion del efecto antihiperglucemiante de FZ con el de la
Acarbosa en perros, muestran que ambos productos tienen un efecto bastante similar ya
gue logran una disminucion de las areas bajo las curvas de glucemia vs. tiempo de 52 %
y 72 % respectivamente (tabla 7, figuras 15 y 16). Habria que tener en cuenta que la
dosis que se administrO de Acarbosa a los perros fue mas de dos veces superior a la

dosis sugerida en humanos.

e 801 a

E bc

% 60‘ b

c

8

2 401

E

]

T 20 -

(/]

o

® g : :
Acarbosa FZ Acarbosa + FZ

Grupos

Figura 16 Porcentajes de disminucion de las areas bajo la curva de los grupos de perros tratados
respecto al grupo I, que ingiri6 el pienso con sacarosa como control positivo. [Las letras no comunes

indican diferencias significativas segun el ANOVA y la prueba post hoc SNK (p < 0,05)]

Segun nuestro estudio, en los animales tratados con Acarbosa y FZ, de manera individual
o combinados (grupos lll, IV y V) se produjo una disminucién importante de los valores de
las &reas bajo de la curva de glucemia, cuando se compararon contra el grupo I,
demostrandose que en estos tres grupos de perros bajo tratamiento que recibieron
Acarbosa o FZ, se obtuvo una reduccion en las concentraciones de glucemia.

FZ presentd un efecto menor que la combinaciéon de los dos medicamentos y que la
Acarbosa sola, mientras que el efecto de la combinacion de la Acarbosa con el FZ no
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produce un efecto superior al obtenido por la Acarbosa administrada de forma
independiente. No tenemos una explicacion bien fundamentada de estos resultados,
pensamos en una posible interferencia del FZ sobre la Acarbosa, que impida su accion
inhibitoria sobre las enzimas disacaridasas. Parece que uno de los dos compuestos
interfiere en el mecanismo antihiperglucemiante del otro, que pudiera también
corresponder con una adsorcién de la Acarbosa por el FZ.

Los resultados obtenidos en este estudio son alentadores, FZ es una sustancia que
recién comienza a demostrar su efecto antihiperglucemiante in vivo, ain no ha sido
estudiado su efecto en humanos, sin embargo estos resultados experimentales dejan
sentado que en el futuro su empleo, solo o combinado con medicamentos
hipoglucemiantes (formas en que se emplea la Acarbosa) si no existen interferencias entre
ellos, puede ser importante para combatir las afecciones relacionadas con la
hiperglucemia.

La combinacion de farmacos con diferentes mecanismos de accion, se utiliza en la
practica médica con el fin de lograr mayor reduccién de los niveles de glucosa en sangre.
Los resultados experimentales demuestran que la aplicacion de la combinacién de estos
productos (Acarbosa y FZ), para disminuir la glucemia, logran un efecto que resulta

menor que el empleo de la Acarbosa sola (87).

Los medicamentos conocidos como hipoglucemiantes orales y la insulina son utiles en el

tratamiento de los pacientes que presentan concentraciones elevadas de glucosa en
sangre, disminuyen la glucemia, aunque en muchos casos no son capaces de mantener
al paciente bien controlado, sobre todo en los periodos postprandiales. La combinacién de
ellos con inhibidores de las enzimas glucosidasas intestinales, conocidos como
antihiperglucemiantes o adsorbentes de glucosa como el FZ, favorece la disminuciéon de
las concentraciones de glucosa después de la ingestién de alimentos y en muchos casos,
posibilitan la reduccion de la dosis de hipoglucemiantes orales o insulina (87).

En la actualidad existen diferentes medicamentos que disminuyen las concentraciones de
glucosa en sangre que son utilizados en humanos, mientras que otros farmacos con un

mecanismo de accion similar, parecido o no, a las ya existentes pero con menos efectos
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secundarios, mas eficaces o con menor costo, aparecen en distintas etapas de estudio,
entre estos el FZ.

El Fe?*-Clinoptilolita se obtiene a partir de un mineral, mediante procedimientos que no
precisan grandes inversiones en recursos Yy los resultados obtenidos en animales de
experimentacion, muestran que actia sobre las glucemias postprandiales con una eficacia
parecida a la Acarbosa, una sustancia que requiere para su obtencion un proceso de
sintesis por bioingenieria. Esto le confiere al derivado zeolitico una notable ventaja,
sumado a que la Acarbosa y otros farmacos de accién similar, no se comercializan en el

pais.

3.5. Evaluacion de otros efectos bioldgicos del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) en animales
de experimentacion.

3.5.1. Efecto del Fe?-Clinoptilolita (FZ) sobre las concentraciones séricas de
colesterol y triglicéridos en conejos.

La tabla 8 muestra los valores obtenidos como resultado de las mediciones en sangre de
las diferentes variables, expresados en mmol/L, para cada grupo de conejos antes y

después del tratamiento.
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periodo de tratamiento con FZ y a las siete semanas en conejos.

Tabla 8. Concentraciones séricas de las variables estudiadas antes de comenzar el

Par&metro T Grupo | Grupo |l Grupo llI Grupo IV
(Talco 2g/kg) FZ (0,59/kg) FZ (1g/kQ) FZ (2g/kQ)
Colesterol todias 0,89+0,07 0,81+0,06 | 0,85+0,07 | 0,82+0,09
Total(mmol/l) | trsemanas 1,2+0,03 1,1+0,02 | 0,94+0,02 | 1,10,02
Colesterol HDL todias 0,41+0,05 0,51+0,08 | 0,51+0,06 | 0,56+0,07
(mmol/l) t7 semanas 0,6+0,02 0,5+0,05 | 0,54+0,03 | 0,71%0,09
Triglicéridos todias 0,47+0,03 0,58+0,05 0,32+0,06 0,38+0,09
(mmolll) t7 semanas 0,4620,03 0,36+0,02 | 0,242+0,01 | 0,23+0,03
Glucemia todias 4,3210,9 4,14%1,0 4,58+0,7 4,67+0,9
(mmol/l) t7 semanas 6,6%1,0 4,00,7 4,4+0,8 4,2+0,7
todias 27,5+6,0 40,1+3,0 69,6+7,0 67,3+7,0
TGP (UI)
t7 semanas 57,0+10,0 43,0%6,0 36,445 45,667
Creatinina todias 152,5+18,0 | 144,0+12,0 | 143,3+14,0 | 141,3+17,0
(umol/L) t7semanas | 113,0#17,0 | 133,0+15,0 | 101,6+12,0 | 95,83+9,0
todias 183,0#21,0 | 193,0+15,0 | 216,2+19,0 | 207,0+15,0
FAMD t7 semanas 232,0+¢31 | 210,0#17,0 | 229,0+14,0 | 213,3+21,0

Nota: Las concentraciones estan expresadas como (MediatDesviacén estandar). FA- Fosfatasa Alcalina.
Las concentraciones de los suministros de Lactosa talco y FZ fueron por kg de peso del animal (0,5, 1y 2g).
Test ANOVA: ns

Se evidenci6 que no existen diferencias significativas de las mediciones antes y después
del periodo de tratamiento con FZ segun el ANOVA vy la prueba post hoc SNK. Se observo
una ligera disminucion no significativa de los niveles de triglicéridos después del
tratamiento.

Los antihiperglucemiantes son farmacos que retardan o disminuyen los incrementos de

glucosa en sangre después de la ingestion de alimentos ricos en carbohidratos, por lo que
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esta reportado que tienen efecto indirecto sobre los niveles séricos de las lipoproteinas
(16, 125, 131-133)

Algunas alteraciones en el metabolismo de las lipoproteinas son reconocidas como
factores de riesgo de aterosclerosis y de ahi, la importancia de estudiar nuevos
preparados con posibilidades (como es el caso de las zeolitas) de tener algun efecto
regulador sobre el metabolismo de estas particulas. Se esperaba una accion favorable del
FZ, sobre la disminucion de las concentraciones de colesterol en la sangre de conejos
tratados, como se observé anteriormente con la Colestina (38), derivado zeolitico que se
obtiene de la misma fuente que el FZ, pero que contiene en su estructura iones Ca?* en
lugar de Fe?*. Sin embargo las dosis de FZ administradas no causaron efecto significativo
sobre los niveles de colesterol en los grupos de conejos estudiados (38), ya que FZ y
Colestina son productos diferentes, que poseen mecanismos de accion diferentes.

Como se observa en la tabla 8 hubo un incremento ligero no significativo de los niveles de
colesterol total, en los grupos de conejos tratados con FZ después de los 42 dias y para
ello no contamos con una explicacion satisfactoria. El peso de estos animales tampoco
vario  significativamente, pensamos que estos animales estaban algo envejecidos al
comienzo del estudio (la edad) pudo haber sido la causa de esta elevacion.

Los triglicéridos son otro grupo de moléculas lipidicas cuya elevacién en sangre tiene un
efecto perjudicial sobre la pared arterial, que facilita el desarrollo de la aterosclerosis. Las
concentraciones de triglicéridos disminuyeron de forma no significativa, este resultado
puede deberse a la disminucién de la glucemia en sangre después de la ingestion del
alimento (disminucion de los picos glucémicos postprandiales), ya que es conocido que el
exceso de glucosa en sangre se transforma en grasas (triglicéridos) para su
almacenamiento en los lugares de depdsito, tanto en los animales como en el humano,
aunque se sabe que el derivado zeolitico conocido por Colestina (38,135,136), no actla
de esta forma sobre los triglicéridos. El efecto del FZ pudiera estar dado por el efecto
sobre la glucemia postpandrial como se reporta con la Acarbosa (65). El FZ disminuye los
picos glucémicos postprandiales y posiblemente contribuye al control metabdlico del
animal que lo ingiere, facilitando el empleo de las grasas de la sangre para la produccion
de energia, también podria disminuir la liberacién de insulina por el pancreas y por este
mecanismo frenar la sintesis de triglicéridos.
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Los resultados del estudio muestran que los valores de glucemia se mantienen sin
variacion, tanto entre los grupos, como entre “antes y después” del tratamiento, lo que es
un resultado hasta l6gico, ya que el efecto del FZ esta vinculado a la absorcion intestinal
de glucosa, disminuyendo el pico glucémico que se produce principalmente en los
periodos postprandiales y los conejos estaban en ayunas mas de 12 horas, aunque si se
hubiera estudiado la hemoglobina glucosilada (HbAlc) que mide el control glucémico
durante un espacio mas largo de tiempo anterior, tal vez se hubiera observado la
diferencia.

El resto de las variables medidas (TGP, Creatinina y FA) no mostraron variacion, podemos
afirmar segun estos resultados que no hubo efecto del FZ sobre ellos que expresan el
funcionamiento hepatico o renal (Tabla 8), que pudiera conllevar otro efecto colateral o
adverso sobre la salud de los perros, que afectara la seguridad del medicamento.

3.5.2. Efecto del Fe?*-Clinoptilolita (FZ) sobre algunas variables que evaltan el
mecanismo de la coagulacién en perros.
Los resultados obtenidos en lo que se refiere a niveles de glucemia en los perros de los

grupos control y tratados con FZ al 2% durante 18 dias, se presentan en figura 17.
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Figura 17. Concentraciones medias de glucosa en sangre en ayunas, en los dos grupos de perros estu-

diados, antes y después del tratamiento con FZ durante 18 dias. [Las barras indican la desviacién estandar
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de la media. Las letras no comunes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica U de
Mann—-Whitney (p < 0,05)]

Al analizar estas variables en cada grupo, al inicio y final del ensayo, se encuentran
valores de glucemias (p < 0,05)] mas bajas en el grupo de perros que recibio FZ al 2 %.
En la Figura 18 se presentan los resultados del tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de
tromboplastina parcial activada con caolin (TPTK ) de los grupos control y tratados al inicio
y al finalizar el ensayo. Al comparar los resultados de estas pruebas en cada grupo “antes
y después” del periodo que duré la investigacion, no se encontré diferencias significativas;
tampoco hubo diferencias al comparar cada uno de estos pardmetros, al inicio y final del
ensayo, entre los 2 grupos.
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Figural8. Valores de los tiempos de coagulacion estudiados, en los dos grupos de perros) antes y después
de 18 dias. [Las letras no comunes indican diferencias significativas segun la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney (p < 0,05)]

Los valores del tiempo de protrombina (TP) y del tiempo parcial de tromboplastina
activada con caolin (TPTK), antes y después de la administracién del FZ se mantienen
muy similares.

La glucemia mostré una variacion significativa (fig 17) cuya explicacion puede estar dada
por el efecto de los antihiperglucemiantes al actuar sobre las glucemias postprandiales,
actuan también sobre el control glucémico (pueden mejorarlo a largo plazo) como sucede

con la Acarbosa, comprobado por Hb glucosilada en humanos.
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Numerosas especies microbianas colonizan el aparato digestivo. El estbmago es casi
estéril, pues solo contiene bacilos de la fermentacion lactica, lo que se explica por la fuerte
acidez del jugo gastrico de accion antipéptica. A partir del intestino delgado comienza a
desarrollarse una microbiota con gérmenes aerobios y anaerobios fundamentalmente en
el intestino grueso donde el nimero de microorganismos es enorme. (135,136).

La accion de los gérmenes sobre las proteinas y los carbohidratos produce diferentes
sustancias, por ejemplo las vitaminas, por tanto la microbiota intestinal participa de forma
activa en las funciones fisioldgicas de los animales.

Al valorar el efecto del FZ sobre estos dos parametros que valoran los mecanismos de la
coagulacion con las mediciones que exploran las dos vias (intrinseca y extrinseca)
figural8, no se encontrd variacion significativa en los mismos, que implique afectacion
sobre la cascada de reacciones enzimaticas que constituyen dichos mecanismos, a la
dosis administrada por via oral a los animales. La adsorcion de la glucosa por FZ ocurre
en el intestino delgado a medida que los carbohidratos complejos se van degradando por
la accion de las enzimas glucosidasas intestinales, al no ser absorbido por la mucosa
intestinal, el complejo glucosa-FZ continda hacia el intestino grueso donde podria interferir
en las diferentes reacciones y sintesis que ocurren fisiolégicamente en este lugar (136).
Una posible accion de FZ a tener en cuenta en esta zona, seria la inhibicién del
crecimiento bacteriano, lo que impediria que se llevara a cabo la sintesis que realizan
estas bacterias de algunas vitaminas liposolubles, limitando su posterior absorcién a
través de la mucosa intestinal; entre ellas la vitamina K. Como consecuencia de esta
deficiencia de vitamina K podria verse afectada la sintesis de los factores de la
coagulacion vitamina K dependientes, lo que se traduce en un alargamiento del tiempo de
protrombina, fendmeno similar al que se observa cuando se emplean anticoagulantes
orales conocidos como “antivitaminas K”. Se ha reportado que el uso de dosis altas de
secuestradores de acidos biliares en los humanos, trae como consecuencia un
alargamiento del tiempo de protrombina (134).

La hipodtesis acerca de que los derivados zeoliticos ejerzan alguna accion en el intestino
gue provoque algunas consecuencias sobre la coagulacion, esta fundamentada por
resultados observados con otro derivado zeolitico, la Colestina, que produjo un
alargamiento significativo en el tiempo de protrombina con una dosis extremadamente alta
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y una tendencia al alargamiento de este tiempo de coagulacion con todas las dosis
ensayadas, que pudiera estar relacionado con la adsorcion de vitamina K en dependencia
de la dosis de Colestina administrada (38, 134,135).

Al tener en cuenta lo antes expuesto, se podria esperar que con el FZ ocurriera un
alargamiento en el tiempo de protrombina, pero en el estudio no se encontrd efecto sobre
los tiempos de coagulacion, al emplear la dosis de FZ efectiva para disminuir los picos
glucémicos postprandiales, o sea que FZ no parece influir en la fisiologia de la microbiota
normal del intestino por lo menos con respecto a la coagulacién en estos animales.

3.6. Estudios toxicoldgicos realizados a Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

3.6.1. Toxicidad aguda del Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

El resultado de esta evaluacién, no demostrd alteraciones clinicas, ni de comportamiento,
como tampoco, fueron evidenciadas alteraciones anatomopatoldgicas en érganos y
tejidos de las especies bajo tratamiento al compararlas con las observaciones hechas en
el grupo control al sacrificio.

En ninguno de los grupos evaluados se presenté mortalidad.

Estos resultados permiten concluir que el FZ no clasifica como sustancia toxica,

atendiendo a lo establecido en las pruebas de toxicidad aguda.

3.6.2. Evaluacion mutagénica del Fe?*-Clinoptilolita (FZ).

3.6.2.1 Ensayo citogenético de la médula 6sea en ratas CENP: SPRD.

En la tabla 9 se exponen los resultados obtenidos. No se aprecian diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos tratados con FZ y el grupo control negativo
(Carboximetilcelulosa) y por el contrario se encontraron diferencias (p<0,05) con el grupo

control positivo (Ciclofosfamida).
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Tabla 9. Numero de aberraciones cromosémicas por grupo de tratamiento y sexo

combinados, en células de la médula 6sea en ratas.

Grupo n No Células | No Aberrac. Total de
Aberrac. por Célula | aberraciones
X = DE
Control 10 500 11 0,02 2,20+2,39
negativo
Control 10 500 206* 0,41* 21*+2,28
positivo
Fz 10 500 10 0,02 2,00+2,11

n: Nimero de animales X: Media. DE: Desviacién estandar

* Significativamente diferente de los grupos restantes, segin ANOVA con una significacion de p <
0,05.

Con los resultados obtenidos, en las concentraciones de FZ utilizadas y las condiciones
de la investigacion no se detecto efecto mutagénico sobre los cromosomas de la médula
0sea de la rata, por lo tanto se concluyo que el FZ en el nivel de dosis aplicado, no posee

efectos mutagénicos.

3.6.2.2. Ensayo de micronucleos en médula 6sea de ratones.

En la tabla 10 se expone el indice de toxicidad y la frecuencia de eritrocitos policrométicos
micronucleados (EPMN). Al analizar los resultados no se observan diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos tratados con FZ y el grupo control
(Carboximetilcelulosa) con relacibn al incremento de eritrocitos policromaticos
micronucleados. No se evidencio efecto citotdxico en la relacién eritrocitos policromaticos/

normocromaticos.
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Tabla 10. Porcentaje de micronudcleos e indice de toxicidad de los grupos controles y

tratados, en médula 6sea de ratones machos.

Grupo n No Erit. Policro. % MN+ DE Ind Tox + DE
Control 5 5000 0,08 + 0.08 2,17 £ 0,20
negativo
Control 5 5000 9,94 +7,73 0,48 £ 0,22*
positivo
Fz 5 5000 0,10 £ 0,07 2,17 £0,21

* Diferencias significativas (p<0,05), segun el ANOVA

Tabla 11. Porcentaje de microndcleos e indice de toxicidad de los grupos controles y

tratados, en médula 6sea de ratones hembras.

Grupo n No Erit % MN = DE Ind Tox +
Policro DE

Control 5 5000 0,12+0,08 2,34+ 0,09

negativo

Control 5 5000 9,94+7,73* 0,48 £ 0,22*

positivo

FZ 5 5000 0,08+0,08 2,35+0,11

* Diferencias significativas (p<0,05) * Diferencias significativas (p<0,05), segtin el ANOVA.

Se encontraron diferencias (p<0,05) con el grupo control positivo (Ciclofosfamida) para
ambos grupos de ratones.

Por todo lo anterior expresado se puede concluir que en las condiciones que se realizo el
estudio y la dosis aplicada FZ no presentd efectos clastogénicos ni citotoxicos sobre la

médula 6sea del raton.
83



3.6.2.3. Ensayo de anormalidades de la cabeza del espermatozoide en ratones
CENP: NMRI.

En la tabla 12 se exponen el porcentaje de anormalidades y el total de células/mL. No se
obtuvieron diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo tratado con FZ y el grupo
Control negativo para las diferentes categorias de anormalidades (amorfa, gancho y

banana), asi como para la relacién del nimero total de células/mL.

Tabla 12. Porcentaje de anormalidades y concentracion Espermatica (x108 ml) de la

cabeza del espermatozoide en ratones.

Espermatozoides
Grupos Normales | Amorfos Sin gancho | Forma de Total de Concentracion
Banana anormales

Control 95 2,16+0,26 | 1,80+0,23 1,02+0,22 4,98+0,27 12,5+0,20

negativo

Control 84,71* 8,63+1,23 | 3,43+0,84* | 3,23+0,64* | 15,29+1,06* 7,60+0,56*

positivo

Glicolit 95,9 1,84+0,40 | 1,06+0,37 0,98+0,24 3,88+0,58 12,1+0,92

* Diferencias significativas (p<0,05), segun el ANOVA.

Otro aspecto a tener en cuenta es que se le ha adjudicado a las zeolitas y algunos
feldespatos propiedades cancerigenas, que solo se han visto en zeolitas sintéticas, debido
a su estructura fibrilar capaz de afectar las membranas mucosas con las cuales
interacciona. Este no es el caso de la clinoptilolita (FZ) que no posee esta estructura y que
hasta ahora los estudios toxicoldégicos realizados no han mostrado alteraciones
mutagénicas.

Esto puede explicarse ademas por las caracteristicas estructurales de la sustancia, el

tamafio de particula utilizado no es absorbido por el intestino, no se absorbe al nivel de las

84



vellosidades intestinales y no pasa a la circulacion por lo que no debe poseer efectos
sistémicos en el organismo animal o humanao.

Los conocimientos cientificos actuales indican que numerosos productos poseen
propiedades mutagénicas que implican un riesgo potencial para las generaciones futuras y
un riesgo potencial de cancer para la generacion actual, el FZ es una zeolita natural a la
cual no se le ha reportado efecto cancerigeno, no ocurre igual con las zeolitas artificiales y
con algunos feldespatos con los que esta emparentado estructuralmente por esto es
importante realizar un estudio de las posibles modificaciones del genoma mediante
estudios toxicolégicos (88,89).

Entre las proyecciones futuras se tendran en cuenta estudios toxicolégicos mas largos que
verifiguen estos aspectos, asi como los posibles efectos secundarios sobre el aparato
gastrointestinal, (como obstruccion, diarrea, distension) que se pudieran observar en la
administracion sistematica del producto y que se podrian ver en estudios toxicoldgicos
subcrénicos y cronicos.

También se debe tener en cuenta la definicion expresada de “adsorcion selectiva” en
estudios in vitro, pues se supone que esta adsorcion selectiva no es exclusiva, ni
especifica para la glucosa en el tracto gastrointestinal, para esto es necesario contar con
un grupo de sustancias exploradas in vitro y en animales, para conocer cuales se
adsorben o no se adsorben y en que cantidad. Si se supone que se administra junto con
los alimentos se debe conocer, que incorpora y elimina con las heces y que no elimina
sustancias importantes para la nutricion, como vitaminas, minerales y oligoelementos.

Se observaron diferencias significativas con relacion al control positivo (Achrilamida) para
las diferentes categorias de anormalidades asi como namero total de células/mL.

Bajo las condiciones utlizadas en el estudios y el nivel de dosis empleado, el FZ no mostro
efectos genotdxicos, ni citostaticos sobre las células espermaticas del raton.

Se hace necesario el conocimiento de la toxicologia de un producto farmacéutico y la
seguridad del mismo para ser usados en humanos, debido a que pueden implicar un
riesgo potencial para la salud o la vida de una persona, por lo que es importante identificar
aguellos productos que presenten tales propiedades.

El FZ ha manifestado efecto antihiperglucemiante en animales de experimentacién y se
hace necesario su evaluacion toxicologia, la toxicologia aguda subcrénica y cronica, asi
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como la mutagénesis cuando se piensa utilizar por periodos de tiempo largo y a medida
gue vaya mostrando su inocuidad seguira a otras etapas de estudios toxicologicos. Como
FZ es un producto con potencial uso en la terapia humana debe pasar por estas pruebas.

Los resultados obtenidos sugieren que el FZ no clasifica como sustancia toxica,
atendiendo a lo establecido en pruebas de toxicidad aguda (118). Un estudio de toxicidad
subcroénica realizado a la Zeolita natural por Tillan y col. tampoco mostré poseer este tipo
de toxicidad en la sustancia de origen. No se encontré efecto mutagénico, clastogénicos,
ni citotoxicos sobre la médula Osea del raton (88,89). Tampoco mostré efectos

genotoxicos, ni citostaticos sobre las células espermaticas del raton (119-121).

En los estudios preliminares realizados hasta el presente (de seguriad, toxicologicos
agudos y de mutagénesis no mostraron efectos negativos sobre la salud de los animales
estudiados.

El FZ no produce alteraciones metabdlicas debido a la captura y la disminucion de la
glucosa disponible para ser absorbida por el tubo digestivo.

Estos resultados aportan datos sobre la inocuidad de producto FZ al no inducir
alteraciones sobre el genoma de los animales y su posible uso en pacientes necesitados

del mismo sin riesgo de aparicion de afecciones cancerigenas.

Conclusion del capitulo.

Como se observa en los resultados obtenidos al evaluar el efecto antihiperglucemiante de
Fe?*-Clinoptilolita (FZ) mediante  estudios farmacolégicos, respetando las normas
internacionales establecidas, para productos naturales con posibilidades de uso en la
practica médica, (92-94,110,121) se concluye que:

Es un estudio parcial, no es un estudio terminado, porque el conocimiento es infinito y se
aborda solo una parte.

FZ es un nuevo material desarrollado a partir de una zeolita natural purificada,
(clinoptilolita), intercambiada con Fe*> que posee un marcado efecto de adsorcion
preferencial de glucosa en solucion y en el tubo digestivo. Esta accién, segun el
mecanismo descrito, no aparece reportada en la literatura sobre medicamentos
destinados a pacientes diabéticos. Este producto pudiera ser Gtil en el control metabdlico
de pacientes diabéticos y las complicaciones asociadas a los estados de hiperglucemia.
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Las cualidades no toxicas de este nuevo material, ademas de la ventaja econdmica en el
proceso de obtencion y produccién, han permitido proponer el disefio de un nuevo
principio activo zeolitico destinado al tratamiento de pacientes diabéticos. Por lo que se
aprueba la hipotesis presentada en este documento.

CONCLUSIONES.

De los resultados de los estudios realizados al FZ se derivan las siguientes conclusiones:

o Se demostr6 que FZ posee efecto antihiperglucemiante en animales de
experimentacién, y que es un producto seguro. Lo que permite considerarlo como un
producto natural posible candidato a medicamento para el tratamiento de pacientes
diabéticos y disglucémicos.

o La administracion oral de diferentes dosis de FZ sobre las concentraciones de
glucosa en sangre de animales de experimentacion con hiperglucemia produce la
disminucién de la biodisponibilidad de la glucosa de estos animales. Se establecio la
dosis efectiva media (DEso) y la dosis maxima (DM) de FZ en ratas.

o El estudio comparitivo de FZ con el farmaco de referencia Acarbosa no evidencio
diferencias en perros, lo que confirma el efecto antihiperglucemiante de FZ.

o FZ no mostré tener efecto sobre los niveles de colesterol y triglicéridos del plasma en
los animales estudiados.

o Segun los estudios de toxicologia aguda y mutagénesis realizados, asi como los
varoles determinados de las variables relacionadas con la coagulacion de la sangre

en animales, FZ es seguro en las condiciones y la dosis utilizada.
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RECOMENDACIONES y PROYECCIONES.

A partir de los resultados obtenidos en nuestro estudio, se puede establecer que el Fe?*-
Clinoptilolita (FZ) posee efecto antihiperglucemiante in vitro y en los estudios preclinicos
realizados en modelos animales. Esta propiedad es dependiente de la relacion dosis —
efecto. Estos resultados podrian avalar el proceso de obtencién del producto con una
forma terminada con dosis de aplicacibn farmacol6gicamente activa en cuanto a la
actividad antihiperglucemiante, estrictas para cada afeccion y que sean aceptables al
paladar, para asi acercarnos a la obtenciéon de nuevas opciones de productos naturales,
aplicables al tratamiento de las distintas enfermedades metabdlicas como la Diabetes
Mellitus y sus complicaciones.

Estudios futuros a corto plazo son necesarios para dilucidar aspectos toxicolégicos que
ayuden a eliminar cualquier duda de su utilizaciéon en pacientes.

1. Continuar desarrollando los estudios preclinicos y toxicolégicos establecidos por
las autoridades regulatorias nacionales e internacionales correspondientes de esta fase,
gue conlleven al registro médico del producto natural para uso farmacologico con accion
antihiperglucemiante, que puede ser destinado al tratamiento de pacientes que cursan en
diversas afecciones con alteraciones de la glucemia; como la Diabetes Mellitus, la
obesidad, el sindrome metabdlico y la insulino-resistencia.

2. Realizar los estudios tecnolégicos para la formulacion del farmaco que empleé FZ

como principio activo.

3. Continuar las investigaciones del producto en las siguientes fases de estudios
clinicos.
4, La introduccion en la practica médica del producto terminado, en los pacientes

meritorios de este tratamiento.
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GLOSARIO.

DM. Diabetes Mellitus.

DMNID. Diabetes Mellitus no insulino dependiente. DM Tipo Il, Diabetes del adulto.
DMID. Diabetes Mellitus insulino dependiente. DM Tipo I, Diabetes Juvenil.

(FZ). Fe*? clinoptilolita

AA. Delta area.

OMS. Organizacion Mundial de la Salud.

LDL. Lipoproteina de baja densidad.

HDL. Lipoproteina de alta densidad.

TG. Triglicéridos.

TPTK. Tiempo de tromboplastina parcial activada con Kaolin.

TP. Tiempo de protombina.

NZ. Clinoptilolita natural purificada.

CZ. Zeolita Natural intercambiada con Calcio. También conocida como Colestina.
ZZ. Zeolita Natural intercambiada con Zinc.

MINSAP. Ministerio de Salud Publica.

IMRE. Instituto de Materiales y Reactivos. Ciencia y tecnologia de Materiales.

IFAL. Instituto de Farmacia y Alimentos.
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CENPALAB. Centro Nacional para Animales de Laboratorio.

INACV. Instituto Nacional de Angiologia y Cirugia Vascular.

ANOVA: Analisis de varianza.

CECMED. Centro Estatal de Control de Medicamentos.

Dosis efectiva 50 (DEso). Dosis efectiva media.

(DES0), definida como la dosis de cada droga necesaria para producir el 50 % del efecto
esperado.

DS. Desviacion Standard.

AE. Actividad especifica.

ns. No significativo.

ADA. Asociaciéon Americana de Diabetes (American Diabetes Association)
ALA. Asociacion Latinoamericana de Diabetes.

FID. Federacion Internacional de Diabetes

SU. Sulfonilureas.

OCDE. Organisation for Economic Co-Operation and Development. OCDE, Paris 1993.
FDA. Food and Drug Administration.

CC. Cationes de compensacion.

Hb1C. Hemoglobina Glicosilada.

USP. United Estate Fharmacopia.

U. Unidades de Insulina.

CNSN. Centro Nacional de Seguridad Nuclear.

NRIB. Normas Ramales de la Industria Basica.
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