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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion con Vitamina D, como coadyuvante
terapéutico en el control glicémico, en ratas Long-Evans con normovitaminosis D
inducidas a diabetes experimental. Materiales y métodos: Estudio experimental,
ejecutado en 10 ratas Long-Evans machos, inducidas a diabetes, mediante la
administracion de aloxano al 5%. Se obtuvieron valores de glucosa y hemoglobina
glicosilada previamente al tratamiento con metformina, en el grupo control, y
metformina con vitamina D, en el grupo experimental. Se sometieron a seguimiento
por cuatro semanas mediante un dosaje de glucosa en ayunas semanal. Para el grupo
experimental, se anadid el dosaje de calcio sérico total pre y post tratamiento. Se
compararon resultados mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.
Resultados: Tras 4 semanas de seguimiento, se realizo el andlisis bivariado, en el cual se
compararon los niveles de glucosa en ayunas entre el grupo control y experimental,
hallandose que los resultados no fueron significativamente diferentes (p>0.05).
Conclusiones: La suplementacion con vitamina D como coadyuvante a la metformina no
disminuye significativamente el nivel glucosa en ratas inducidas a diabetes mellitus
experimental.

Palabras clave: Long-Evans, Metformina, Vitamina D, Control glicémico.



Abstract

Objective: To evaluate the effect of Vitamin D supplementation, as a therapeutic
adjuvant in glycemic control, in Long-Evans rats with normovitaminosis D induced to
experimental diabetes. Materials and methods: Experimental study, executed in 10 male
Long-Evans rats, induced by diabetes, by administering 5% alloxane. Glucose and
glycosylated hemoglobin values were obtained prior to treatment with metformin, in the
control group, and metformin with vitamin D, in the experimental group. They were
followed for four weeks by weekly fasting glucose measurement. For the experimental
group, the pre and post treatment total serum calcium dosage was added. Results were
compared using the Mann-Whitney U nonparametric test. Results: After 4 weeks of
follow-up, the bivariate analysis was performed, in which the fasting glucose levels were
compared between the control and experimental groups, finding that the results were not
significantly different (p> 0.05). Conclusions: Supplementation with vitamin D as an
adjunct to metformin does not significantly decrease glucose level in rats induced to
experimental diabetes mellitus.

Keywords: Long-Evans, Metformin, Vitamin D, Glycemic control.



I. Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es el principal trastorno endocrinoldgico causante de
discapacidad y muerte a nivel mundial (1). Su progresivo desarrollo se asocia a resistencia
a la insulina, dislipidemia, hipertension y disfuncion inmunoldgica (2), asi como
complicaciones microvasculares y macrovasculares, entre ellas la retinopatia, nefropatia,
neuropatia, enfermedad cerebrovascular y patologias cardiovasculares (3).

Actualmente, el nimero de casos de DM ha crecido considerablemente a nivel
mundial. Segun la Federacién Internacional de Diabetes (IFB), en el afio 2019 se
registraron 463 millones de casos. Sin embargo, se espera un aumento del 50% para
el afio 2045, con aproximadamente 700 millones de diabéticos. Asimismo, cerca de
32 millones presentaron DM en el afio 2021 en América Latina y el Caribe. En el
Pert, se registraron 1.3 millones de casos hasta el 2019, entre ellos el 39.2%
desconoce su enfermedad (4).

Para estudiar la relacion entre la vitamina D y la patogenia de la DM, Erkus et al.
determinaron los niveles séricos de esta vitamina en pacientes asistentes a clinicas
ambulatorias, concluyendo que su deficiencia esta fuertemente asociada a un peor
prondstico y regulacion de los niveles séricos en diabéticos tipo 2 (5). De igual
manera, Fagundes et al. realizaron un estudio donde participaron 75 pacientes
diabéticos tipo 2, y que tras 8 semanas de suplementacion con vitamina D,
evidenciaron cambios significativos en la homeostasis de la glucosa y otros
parametros, demostrando que este trastorno endocrinoldgico presenta relacion con la
deficiencia de vitamina D (6). Asi, multiples investigaciones afirman que la
suplementacién con esta vitamina produce mejoria en los pardmetros glucémicos (7).
Otras investigaciones afirman que la suplementacién con altas dosis de vitamina D
también reduce la resistencia a la insulina en un periodo corto de tiempo (8), asi como
los valores séricos hemoglobina glicosilada (HbA1c) y glucosa plasmatica en ayunas.

)

Sin embargo, en otros estudios no se encontraron resultados a favor, demostrando
que la suplementacion oral con la vitamina D se asocia a una mejoria transitoria en
la glucemia (10), y que a largo plazo no se evidencian diferencias significativas (11).
Asimismo, Lee et al en 2017, reafirmaron dichas conclusiones al evidenciar minimas
variaciones en sus parametros glicémicos de estudio como la HbAlc y glucosa en
ayunas (12).

Por tal motivo, este trabajo de investigacidon tiene por objetivo principal evaluar el
efecto de la suplementacion con Vitamina D, como coadyuvante terapéutico en el control
glicémico, en ratas Long-Evans con normovitaminosis D inducidas a diabetes
experimental. Asi mismo, se precisaron objetivos especificos como determinar niveles de
HbAlc en los grupos de ratas Long-Evans previa induccion a diabetes mellitus,
determinar niveles de glucosa en sangre en los grupos de ratas Long-Evans previa
induccion a diabetes mellitus y durante su tratamiento, determinar niveles de calcio en
sangre en el grupo experimental de ratas Long-Evans previa induccion a diabetes mellitus
y al finalizar el tratamiento y finalmente, comparar los niveles de glucosa en sangre entre
grupos de ratas Long-Evans en tratamiento con solo metformina y grupos tratados con
metformina y vitamina D.
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II. Marco Tedrico
i. Antecedentes del problema

Wataa et al en 2018 estudio los efectos antidiabéticos de los agonistas de los
receptores de vitamina D, en 50 ratas con diabetes tipo 2 inducidas mediante
una dieta rica en grasa € inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina, de las
cuales se formaron 4 grupos (sin tratamiento, con metformina, con alfacalcidol
y con combinacion metformina + alfacalcidol), en los resultados el
alfacalcidol, solo o combinado con metformina, mejoro6 significativamente la
homeostasis de la glucosa y también del perfil lipidico (P <0,001) (13).

Derakhshanian et al en 2017, experimentaron en ratas diabéticas Sprague-
Dawley macho de seis a siete meses de edad, inducidas con estreptozocina a
dosis de 45 mg/kg, y bajo tratamiento por 4 semanas. El efecto de la vitamina
D (dos inyecciones de 20,000 Ul/kg), demostré que esta podria mejorar
significativamente la glucosa plasmadtica en ayunas, la insulina y la IGF-1

(14).

Adriazola et al en 2017, evaluaron niveles de glucosa, mediante glucometro
digital, en ratas machos Wistar de 12 semanas de edad, a las cuales se les
administr6 dieta modificada y vitamina D2 (10000, 35000 y 70000 Ul/kg); y
a otros grupos, dieta modificada y vitamina D3 (10000, 35000 y 70000 Ul/kg),
encontrando que ambos tipos de vitamina D disminuyen los niveles de
glicemia (15).

Akagawa et al en 2018, examinaron la capacidad del alfacalcidol (Vitamina
D3) y el ejercicio para inhibir la osteoporosis y la atrofia muscular en ratas
Long-Evans de 20 semanas de edad, con diabetes mellitus tipo 2. Tras el
tratamiento de 2 a 6 semanas, se concluye que el uso del alfacalcidol en
monoterapia no inhibid el aumento de los niveles de glucosa y, que ademas,
en combinacién con ejercicio, la disminucidon de estos valores fue no
significativa (16).

il. Bases teorico-cientificas
Diabetes mellitus:

El término diabetes describe una enfermedad metabolica de etiologia multiple
caracterizada por la hiperglucemia cronica y la alteracion del metabolismo de los
hidratos de carbono, grasas y proteinas causada por defectos en la secrecion de la
insulina, en su accion o en ambas (1).

La mayoria de los casos de diabetes se pueden encuadrar en dos grandes
categorias: DM tipo 1, donde se observa un déficit absoluto en la secrecion de
insulina, y la DM tipo 2, cuya causa es la combinacion de una resistencia a la
accion de la insulina y la respuesta compensatoria de insulina inadecuada (17).

La DM tipo 2 se asocia a complicaciones macrovasculares y microvasculares,
tales como retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedades
cardiovasculares. La prevencion y el manejo de estas complicaciones se han
convertido en aspectos importantes de la atencidn actual de la diabetes.
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Ademas de estas complicaciones, bien conocidas, también se pueden esperar
complicaciones orales (3).

La patogenia de estas complicaciones es compleja e involucra trastornos
metabolicos y hemodinamicos, que incluyen hiperglucemia, resistencia a la
insulina, dislipidemia, hipertension y disfuncion inmunoldgica. Estas
alteraciones inician procesos de estrés celular a nivel endotelial y nervioso,
tales como el aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la inflamacioén y la isquemia, lo que explica la susceptibilidad de los
sitios densamente vascularizados e inervados, como los 0jos, los rifiones y los
nervios (2).

Vitamina D.

La vitamina D (calciferol) es una vitamina liposoluble sintetizada a partir de un
precursor en la piel tras la exposicion a la radiacion ultravioleta B (UVB) del sol.
También se obtiene de fuentes dietéticas (por ejemplo, pescado graso, vitamina D
fortificada, leche y cereales), de origen vegetal (vitamina D> o ergocalciferol) o
de origen animal (vitamina D3 o colecalciferol).

La vitamina D de la piel y la dieta se metaboliza en el higado a 25-hidroxivitamina
D, y atn mas en los rifiones a su forma activa, 1,25-dihidroxivitamina D, la cual
ejerce sus efectos mediante la modulacion de la expresion génica después de
unirse a su receptor nuclear de vitamina D. La mayoria de los tejidos del cuerpo
humano expresan estos receptores (5,18).

Segtin Neelankal, entre las acciones de la vitamina D, enfocadas en el control
glicémico, destaca la estimulacion de la secrecion pancreatica de insulina que
puede estar influenciada por un flujo intracelular de calcio sobre las células B3, por
una accion no gendémica desarrollada por el receptor VDR presente en las caveolas
de la membrana celular. Asimismo, mejora la sensibilidad insulinica sobre células
diana hepaticas, musculo esqueléticas y adiposas. Adicionalmente, efectia una
accion protectora contra el dafio inmune causado por linfocitos B y T, macréfagos
y células dendriticas (19).

Muchos estudios in vivo han demostrado que la deficiencia de vitamina D da
como resultado una reduccion en la secrecion de insulina que conduce a
hiperglucemia, aumento de la hemoglobina glicosilada y resistencia a la insulina
(20).

A través de la via no gendmica, la funcidn principal de la vitamina D consiste en
la homeostasis del calcio, estimulando su absorcidon activa, por las células
epiteliales, a nivel de los segmentos proximales del intestino, mediante su union
con el receptor de vitamina D. Un exceso de vitamina D, provoca
caracteristicamente un aumento de la absorcion de calcio en un 65% y, por ende,
hipercalcemia leve que evoluciona a grave, incluso suprimiendo la hormona
paratiroidea. Por ello, el dosaje de calcio sérico se considera una forma indirecta
para valorar el estado de esta vitamina (14,21-23).

La deficiencia de vitamina D puede surgir por varias causas, incluida una
exposicion insuficiente a los rayos UVB, una biodisponibilidad disminuida (por
ejemplo, trastornos de malabsorcion) o enfermedades que afectan el metabolismo
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de la vitamina D, como la enfermedad hepética y renal. Asimismo, algunos
medicamentos también pueden causar deficiencia de vitamina D, estos incluyen
anticonvulsivos, glucocorticoides y medicamentos antirretrovirales (7).

Se sabe que la falta de vitamina D estd implicada en enfermedades del sistema
musculoesquelético, donde su deficiencia es clasicamente una causa de raquitismo
(en nifios) y osteomalacia (en adultos). De igual forma, su deficiencia se ha
relacionado con una variedad de enfermedades que afectan a otros sistemas
corporales, incluidos los trastornos metabdlicos como DM, autoinmunes,
psiquiatricos, respiratorios y cardiovasculares; cancer (especialmente cancer de
colon, prostata y mama); y dolor cronico (24).

Definicion de términos basicos.

COADYUVANTE TERAPEUTICO: Aquel que contribuye o ayuda a la
solucion del problema o enfermedad, de manera suplementaria, que se administra
en conjunto con el tratamiento primario o principal, con el objetivo de disminuir
la tolerancia, la toxicidad y/o los efectos colaterales (25,26).

CONTROL GLICEMICO: Proceso que busca estabilizar el nivel de glucosa
dentro de los limites de la normalidad, cuyo objetivo es reducir, a largo plazo,
complicaciones microvasculares y macrovasculares (27).

DIABETES MELLITUS: Enfermedad caracterizada por una concentracion
excesiva de glucosa en sangre, cuyo origen involucra multiples procesos
fisiopatologicos, desde la destruccion autoinmunitaria de las células B del
pancreas, con consecuente alteracion de la secrecion de la insulina, hasta
mecanismos que conducen a la resistencia a la accion de la misma (28).

VITAMINA D: Es una prohormona organica liposoluble imprescindible para la
formacion y desarrollo 6seo y dental, asi también, estimula la absorcion del calcio
a nivel intestinal. Se caracteriza por ejercer un efecto endocrino, paracrino y
autocrino (18).

CALCIO SERICO TOTAL: Es la suma de las cantidades de calcio ionizado
(también llamado calcio libre) y no ionizado (calcio unido a proteinas especificas
en sangre). Sirve como indicador indirecto para determinar si los niveles de
vitamina D de encuentran dentro de los parametros normales (21).

Rattus rattus (Cepa Long Evans): Cepa de ratas albinas utilizadas en la
investigacion biomédica experimental, faciles de manipular y desarrolladas a
partir de ratas hembras de la cepa Wistar con un macho color gris salvaje (29).

DIABETES MELLITUS INDUCIDA: Diabetes mellitus provocada por la
administracion de sustancias con efectos toxicos sobre las células B o tras
pancreatectomia, generando una insuficiencia de caracter progresivo y total de
insulina (30).

ETAPA DE CUARENTENA: Fase de acondicionamiento y adaptacion de los
especimenes en una determinada area, durante un tiempo preestablecido, previa
experimentacion.
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III. Metodologia
Diserio metodologico:

i. Tipo y diserio del estudio: Estudio analitico experimental de dos grupos con
medida pre y post- tratamiento. El muestreo fue no probabilistico consecutivo.

ii. Escenario: La etapa de cuarentena, identificacion de cada animal, induccion a
diabetes mellitus, determinacion de glucosa, procedimiento experimental,
evaluacion y sacrificio se llevo a cabo en el bioterio del Hospital Regional de
Lambayeque (HRL).

La determinacion de hemoglobina glicosilada y calcio sérico total se realizo en un
laboratorio de la ciudad.

iii. Poblacion de estudio: Conformada por ratas albinas Rattus rattus de la cepa
Long-Evans, procedentes del bioterio del HRL, que cumplen los siguientes
criterios:

Criterios de inclusion

» Ratas machos de la cepa Long-Evans

» Ratas jovenes de 24 semanas de edad

» Ratas jovenes con pesos entre 250 + 50 gramos

» Ratas que pertenezcan a la misma camada

» Ratas no utilizadas en estudios anteriores.

» Ratas sanas, considerando parametros de glucosa en ayunas, hemoglobina
glicosilada y calcio total normales.

Criterios de exclusion

» Ratas que no respondan favorablemente a la induccién con aloxano

iv. Muestra de estudio: Se seleccionaron las primeras 10 ratas sanas, incluyendo un
ajuste de pérdidas del 25%, para asegurar una cantidad minima de 4 ratas por
grupo.

v. Proceso de recoleccion de informacion:

Insumos quimicos: El aloxano, en frasco de 10gr, fue producido por Sigma
Chemicals (St. Louis, MO, EUA). La metformina, como tableta de 500gr, fue
fabricada por Reyoung Pharmaceutical Co., Ltd. (China). La vitamina D
(Colecalciferol), como capsula blanda de 400 UI fue manufacturado por Mason
Vitamins, INC (Miami Lakes, FL, EUA).

Animales de experimentacion: Se utilizaron 10 ratas machos Long-Evans de 24
semanas de edad, con un peso de 250+50gr, las cuales fueron obtenidas del
bioterio del HRL (31). Todas fueron sometidas a acondicionamiento y
aclimatacion en las instalaciones del bioterio del HRL durante 15 dias, segtn las
indicaciones de la Guia de manejo y cuidado de animales de Laboratorio del
Ministerio de salud. Asimismo, el siguiente protocolo fue aprobado por las
autoridades del HRL. Entre dichas condiciones incluyeron una temperatura entre
20 — 25°C, humedad entre 40 — 70% y el ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas.
Ademas, contaron con libre acceso al alimento balanceado “La Molina” para ratas,
con un consumo diario entre 3-6 gramos, con un estandar de 1000 UI Vitamina
D3/kg de alimento, y 3-7 mL diarios de agua (32).

Los animales fueron cuidados cumpliendo con lo mencionado en la Declaracion
de la ANM sobre el Uso de Animales en Investigacion Biomédica y bajo la Ley
N°30407 “Ley de Proteccion y Bienestar animal”, para minimizar el dolor y el
sufrimiento (33,34).
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Modelo de Experimentacion: Los animales fueron distribuidos, de manera
aleatoria, en un grupo control y un grupo experimental, de 5 ratas cada uno. A
cada animal se le asign6 una jaula numerada. Estas se ordenaron del nimero 1 al
numero 10, empezando por el grupo control. Se excluyeron ratas con alteracion
en los parametros glicémicos (HbA1c y glucosa en ayunas) y de calcio sérico total.
Los valores normales considerados fueron glucosa: 80 — 130 mg/dL (35),
hemoglobina glicosilada (HbA1c): 4.0 - 7.0% (36) y calcio sérico total: 2.19 - 3.27
mmol/L (37).

Para la determinacion de glucosa en ayunas, los animales fueron sometidos a un
ayuno de 12 horas. Segtn lo recomienda Graham, la cola fue colocada en agua
tibia para vasodilatar la vena cauda, y tras asepsia con alcohol, se realizdé una
puncion con una aguja 25G a la altura del tercio distal de la cola en su porcion
lateral. Se aplico suave presion, desechando la primera gota y recibiendo la
siguiente sobre la tira reactiva para su lectura con el glucometro digital (Accu-
Chek Performa, Roche Diagnostics®) (15,38).

Para la determinacion de HbAlc y calcio sérico total, se obtuvo una muestra
sanguinea de 300 pL por venopuncion de la vena cauda en el apice de la cola de
la rata y extraccion continua con aguja mariposa y jeringa, siguiendo previamente
el protocolo de asepsia anterior. Posteriormente, las muestras fueron colocadas en
tubos MiniCollect de ImL con y sin EDTA, y luego trasladadas a un laboratorio
de la ciudad, con las medidas de seguridad necesaria, el cual brind6 los resultados
a las 24 horas (21,39).

Tras una semana, fueron inducidas a diabetes mediante la inoculacion de aloxano
al 5% a dosis unica de 100 mg/kg de peso corporal, por via intraperitoneal. Tras
48 horas y previo ayuno, se evalud la glucosa para determinar si el nivel de
glicemia fue >200 mg/dL, y asi incluir a dichas ratas en la investigacion (40,41).
Al grupo control se le administrd, con ayuda de una cadnula orogéstrica,
metformina via oral a dosis de 300 mg/kg/dia, diluida en agua, durante las
mafanas tras su primer alimento (42,43). A su vez, el grupo experimental recibio
vitamina D via oral a dosis 170 Ul/semana, juntamente con metformina via oral a
la misma dosis (44).

El periodo de tratamiento fue de 4 semanas, con determinaciones de glucosa en
ayunas por semana, y de calcio sérico total al final de la experimentacion (13,14).
Al concluir la experimentacion, los animales fueron sacrificados mediante una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico a dosis de 150 mg/kg (16,42).
La duracion total del estudio fue de 5 semanas.

Andlisis de datos:

Los datos fueron almacenados en una hoja de célculo en Microsoft Excel 2020,
donde se registraron items como valores de HbA1c¢ previa induccion y glucosa en
ayunas, durante el tiempo de experimentacion. Se utilizaron figuras y tablas para
la representacion de datos obtenidos.

Los resultados fueron comparados mediante el uso de la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney, con ayuda del programa estadistico SPSS v. 25.0. Se
consideraron intervalos de confianza del 95% y un valor p<0,05 para establecer
significancia estadistica.

Aspectos éticos:

El estudio se desarrolld teniendo en cuenta los principios éticos del uso de
animales en la experimentacion y ensefanza, detallados en la Declaracion de la
AMM sobre el Uso de Animales en Investigacion Biomédica, y en Peru, bajo la
Ley N°30407 “Ley de Proteccion y Bienestar animal”, la cual defiende y garantiza
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la proteccion y el bienestar de los animales sin distincion de especie, asi como la
conservacion de la biodiversidad.

Asi mismo, el proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion de la Universidad Santo Toribio de Mogrovejo con resolucion N°
519-2019-USAT-FMED, y el Comité de Etica de Investigacién en animales de
laboratorio del Hospital Regional de Lambayeque (evidencia adjunta en Anexo
4).

En este proyecto, los animales fueron preservados de cualquier dafio, dolor y
sufrimiento innecesario antes, durante y después del periodo de estudio.
Asimismo, fueron expuestos al dolor minimo para alcanzar los objetivos de la
investigacion. De igual manera, la duracion de la experimentacion fue lo mas corta
posible. Ademas, se utilizaron solo el numero necesario de animales para
demostrar o rechazar las hipotesis expuestas en el trabajo. Finalmente, para evitar
las consecuencias post-induccion a diabetes mellitus, los animales fueron
sacrificados al culminar el estudio.

IV. Resultados

La ejecucion experimental se desarrolld durante febrero y marzo del 2020.
Inicialmente, se obtuvieron valores de Hb1Ac correspondientes a las ratas del grupo
control y experimental. Ambos grupos presentan valores dentro del rango normal ya
establecido, indicando estar aptas para la experimentacion (tabla 1).

Tabla 1. Niveles de HbA lc en grupo control y experimental, previa induccion en
animales de experimentacion

Grupos de

investigacion Grupo Control Grupo Experimental
ID 1 > 3 4 5 Promedio . _ ., . Promedio
total total
HbAlc
Antes de la
. . 47 53 51 48 48 491025 53 51 49 47 5 5+0.22
induccion = +
(%)

Niveles HbAlc antes de la induccion a diabetes en el grupo control y grupo
experimental
Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia.

Asimismo, se dosificaron los niveles de glucosa basal en ayunas para ambos grupos,
observandose, en el grupo control y experimental, valores glicémicos normales antes
de la induccion con aloxano al 5% por via intraperitoneal. Tras 48 horas post-
induccion y durante la primera semana de tratamiento, todas las ratas en ambos
grupos presentaron hiperglucemia. Igualmente, en la segunda semana, la totalidad
del grupo control presento hiperglucemia, sin embargo, en el grupo experimental una
de cinco (1/5) ratas logrd corregir sus niveles de glucosa alcanzando pardmetros
normales. Durante la tercera semana, una rata del grupo control murio, por ello se
decidi6 obtener su nivel de glucemia por muestra intracardiaca. Asi se evidencio, en
el grupo control, tres de cinco (3/5) especimenes con hiperglucemia, mientras que,
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en el grupo experimental tres de cinco (3/5) presentaron normoglicemia. Finalmente,
en la cuarta semana, todos los especimenes del grupo control alcanzaron valores
glucémicos normales, en contraste con en el grupo experimental, donde aun una de
cinco (1/5) ratas present6 hiperglucemia.

A lo largo de las cuatro semanas de experimentacion, los niveles glucémicos
sufrieron variabilidades tanto en el grupo control como grupo experimental. Dichos
valores se pueden visualizar en el Figura 1 y 2, respectivamente.

Figura 1. Variacion de la glucosa en el grupo control antes y después de la induccion a
diabetes en animales de experimentacion

700
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—_
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o
)
400
E
<
& 300
Q
=
© 200
100
0 Antes de 1
Antes de ' Postinduccion Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4
induccién
——1 96 421 190 224 109 105
——2 96 485 600 527 520
3 95 489 154 143 106 96
4 104 483 600 434 296 107
——>5 99 442 584 298 193 85
——1 —e—2 3 4 —e—5

Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia
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Figura 2. Variacion de la glucosa en el grupo experimental antes y después de la
induccion a diabetes en animales de experimentacion
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—0— 10 101 279 507 411 217 163
—o—6 —o—7 8 9 —e—10

Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia

De esta manera, se puede evidenciar que, antes de la induccion a diabetes, se inicid
con valores glucémicos normales, sin embargo, durante la post - induccion, dichos
niveles aumentaron hasta alcanzar glucemias mas altas, las cuales fueron registradas
durante la semana 1, para luego disminuir hasta alcanzar los valores glicémicos mas
bajos durante toda la fase de tratamiento, en la semana 4 (Figura 3). Sin embargo,
tras la pérdida de un espécimen, se decidio finalizar el estudio hasta la semana 3 para
lograr una comparacion mas real entre ambos grupos.

Para comprobar una posible hipervitaminosis D, se realizé el dosaje de calcio sérico
total, donde se obtuvieron valores dentro de los pardmetros normales, antes y después
del tratamiento para ambos grupos (tabla 2).
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Figura 3. Variacion de las medianas de los niveles de glucosa entre el grupo control y
grupo experimental, antes y después de la induccion a diabetes en animales de

experimentacion
600 584
507
500 483
g 400
= 351
g 298
= 300
> 227
S 193
= 200 129
o 96 101 105124
. | 11
0
Antes de la Post Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4

Induccion induccion

B Grupos control  ® Grupo experimental

La disminucién de los niveles de glucosa no es significativa al comparar el grupo
control y el grupo experimental.
Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia.

Tabla 2. Niveles de calcio sérico total en grupo control y experimental, en animales de

experimentacion
GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL
ID 1 2 3 4 5 Promedio 6 7 8 9 10 Promedio
total total
Antesde 2.53 239 237 2.19 271 242+ 255 2.61 249 246 276 2.57 +
la 0.19 0.12
induccion
(mmol/L)
Después 2.87 2.56 291 2.83 2.99 283+ 276 297 281 2.88 2091 2.87 +
de la 0.16 0.08
induccion
(mmol/L)

Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia
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Finalmente, tras aplicar una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, los resultados
obtenidos se catalogaron como no normales. Por tanto, al comparar el grupo control
versus el grupo experimental, la prueba de hipotesis utilizada fue la U de Mann-
Whitney, donde se observa que la suplementacion con vitamina D como coadyuvante
a la metformina no disminuye significativamente los niveles de glucosa en ratas
inducidas a diabetes, debido a que el P valor (Sig. bilateral) es mayor de 0.05, como
se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Prueba de hipotesis para para las variables: Suplementacion con vitamina D
y control glucémico en ratas diabéticas

GRUPOS GRUPO GRUPO N SIG.
CONTROL EXPERIMENTAL (BILATERAL)

GLUCOSA PRE 96 101 10 1
INDUCCION
(mg/dL)

GLUCOSA 483 351 10 1
POSTINDUCCIO
N (mg/dL)

GLUCOSA 584 507 10 1
SEMANA 1
(mg/dL)

GLUCOSA 298 227 10 0.317
SEMANA 2
(mg/dL)

GLUCOSA 193 129 10 0.549
SEMANA 3
(mg/dL)

Resultados estadisticos de suplementacion con vitamina D y la glucemia en ratas
inducidas a diabetes. Indica significancia en el nivel 0,05 (bilateral).
Fuente: Datos de la investigacion, elaboracion propia

V. Discusion

Algunas investigaciones, como Aatsinki et al en 2019, indican que la deficiencia de
vitamina D se asocia con una disminucion de la liberacion de insulina, resistencia a
la misma y consecuente DM tipo 2 (45). Asi mismo, se mencionaron mecanismos de
accion tales como estimular la secrecion de insulina, mediante un flujo intracelular
de calcio sobre las células B3, ademas de mejorar la sensibilidad de insulina sobre sus
células diana e inducir a la translocacion de GLUT4 y captacion de glucosa en los
miotubos (19,46).

Se inicid evaluando los niveles de HbA 1c¢ antes de la induccidén a DM, tanto en ratas
del grupo control como del grupo experimental (tabla 1), los valores se ubicaron
dentro del rango normal, indicando que los especimenes estuvieron aptos para la
induccion con aloxano a diabetes mellitus, gracias a que esta prueba es recomendada
para el diagnodstico de diabetes y prediabetes por la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA) y Unwin et al en 2017 (47,48).
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Tras una induccidn exitosa con aloxano al 5%, se logré catalogarlas como diabéticas,
lo cual también fue reportado por Vilchez H. at al., quienes demostraron haber
incrementado los valores glucémicos haciendo uso de la misma dosis, tiempo de
espera y valor glicémico referencial (40,49).

Durante el tratamiento, los valores de glucosa en ayunas empezaron a fluctuar,
logrando disminuir en ambos grupos, pero finalmente alcanzando parametros
glicémicos similares (Grafico 1 y 2). Asimismo, se observaron niveles de calcio
sérico total dentro de los rangos normales (tabla 2), para evaluar el riesgo de incurrir
en hipervitaminosis D.

Finalmente, se demostrd que los valores glucémicos del grupo experimental no
disminuyeron significativamente en comparacion con el grupo control. Sin embargo,
otros estudios reportan resultados diferentes, como se mencionaron anteriomente
(13-15).

Esta disimilitud entre resultados puede corresponder, en primer lugar, a la edad de la
rata y su capacidad para regenerar células pancreaticas 3. Bequer L. et al, sefialan
que existe regeneracion celular pancreatica en condiciones de hiperglucemia,
mediante tres mecanismos: a partir de células madre (neogénesis), conversion de un
tipo celular a otro diferente (transdiferenciacién) y la replicaciéon de células
restantes (proliferacion) (50). Dicha capacidad se correlaciona con la edad, puesto
que una rata adulta presenta un indice de regeneracion < 3% por dia, el cual contintia
disminuyendo con la edad (51). Por ende, una rata de 12 semanas de edad presentara
una capacidad mayor de regeneracion de células pancreaticas, lo que influiria en la
variabilidad de los valores glicémicos.

Otro factor, que influiria en la diferencia de resultados, es la cepa de la rata y su
relacion con el método de induccion a diabetes experimental. Islam Sh y Wilsom R.
argumentan que el modelo ideal para simular la DM tipo 2 debe presentar los dos
mecanismos fisiopatoldgicos principales, tales son la resistencia a la insulina y dafio
sobre las células 3 pancreéticas. El primer mecanismo puede lograrse mediante una
dieta rica en grasa, que debe iniciarse por los menos a las 6 semanas de edad y
mantenerlo durante 16 semanas mas, para ser considerado efectivo (52). Sin
embargo, esa resistencia puede ser innata dependiendo de la cepa a inducir. Zhu M.
et al indican que la cepa Long-Evans es considerada un modelo genético suceptible
a presentar DM espontanea, ya que desarrolla resistencia a la insulina similar a la
humana (53). Por otra parte, el segundo mecanismo se consigue administrando el
diabetdgeno farmacologico, segun la dosis recomendada.

Ambos mecanismos fueron tomados en cuenta en este estudio para obtener un
modelo experimental coherente con la fisiopatologia de esta enfermedad.

Cabe mencionar que, otro estudio cuya muestra cumple criterios similares, sugiere
resultados parecidos al presente trabajo (16).

Por otro lado, en investigaciones aplicadas en humanos, se evidencia amplia
contradictoria sobre el efecto de esta vitamina a largo plazo (11).

Se debe tener en cuenta que, en el presente estudio, se identificaron limitaciones
como el pequefio tamafio de la muestra, debido a que el numero de especimenes
obtenidos por camada no es muy amplio, al tener que cumplir los criterios de
inclusion y exclusion propuestos. De igual manera, el uso del glucometro Accu-Chek
Performa, Roche Diagnostics®, incita a incurrir en una sesgo de intrumento,
considerando que este presenta un margen de error del +15% (segin las
especificaciones del fabricante).

Finalmente, los resultados de esta investigacion permiten comprobar que la vitamina
D, como coadyuvante a la metformina, estadisticamente no disminuye los niveles de
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glucosa post - induccion a diabetes mellitus en ratas inducidas con aloxano. Con estos
resultados, se rechaza la hipdtesis planteada: la suplementacion con Vitamina D
como coadyuvante disminuye el control glucémico en ratas Long-Evans, con
normovitaminosis D, inducidas a diabetes mellitus.

V1. Conclusiones

e La suplementacion con vitamina D, como coadyuvante a la metformina, no
disminuye significativamente los niveles de glucosa post-induccion a
diabetes mellitus en ratas, con normovitaminosis D, inducidas con aloxano.

VII. Recomendaciones

e Elaborar estudios cuyo tamafio de muestra sea mayor, y el muestreo sea de
tipo probabilistico para mejorar el nivel de representatividad de la muestra.

e Realizar investigaciones en las cuales el método de dosaje de glucosa sea
laboratorial, para asi mejorar la exactitud del resultado.

e Realizar estudios experimentales con otros antidiabéticos orales, en
combinacion con vitamina D.

e Elaborar investigaciones que permitan definir la dosis terapéutica y la via
de administracion adecuada de vitamina D para el control glicémico, y asi
evitar la toxicidad y mejorar su efectividad.

e Realizar experimentos que establezcan el posible uso de la vitamina D, no
solo con un fin terapéutico, sino profilactico, o incluso aplicarla en las
diferentes etapas de la historia natural de esta patologia.

e Realizar investigaciones en animales con deficiencia de vitamina D para
evaluar la influencia de este factor sobre el tratamiento para el control
glicémico.
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IX. Anexos

ANEXO N° 1: EXAMENES LABORATORIALES

Los examenes laboratoriales mostrados a continuacion, muestran valores referenciales
correspondientes al humano. Por ello, tener en cuenta los datos considerados en la seccion

3 “Material y métodos”, donde se mencionan los valores referenciales correspondientes
a esta especie animal.

Q; Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas

FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92723

PACIENTE : RATAN®1 MEDICO:  Particular

EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA

HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 4.7 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problemético: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0

CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 2.53 mmol/L 22-27

CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 287 mmol/L 22-27
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92724
PACIENTE : RATAN® 2 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 5.3 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 2.39 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.56 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92725
PACIENTE : RATAN°3 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 51 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 237 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 291 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92726
PACIENTE : RATAN° 4 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 438 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 219 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.83 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92727
PACIENTE : RATAN®5 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 438 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 271 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.99 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92728
PACIENTE : RATAN° 6 MEDICO: Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 5.3 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 2.55 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.76 mmol/L 22-27

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92729
PACIENTE : RATAN°7 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 51 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 2.61 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 297 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92730
PACIENTE : RATAN° 8 MEDICO: Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 49 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 249 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.81 mmol/L 22-27

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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i Laboratorio

ASEGURADORA EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92731
PACIENTE : RATAN°9 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 47 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 246 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 2.88 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner




i Laboratorio

ASEGURADORA : EDAD: 24 semanas
FECHA : 08/03/2020 N° ORDEN: 92732
PACIENTE : RATAN® 10 MEDICO:  Particular
EXAMEN METODO RESULT. UNID. VALORES DE REFERENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA Inmunoturbidimetrico 5.0 %
No diabético Menor de 6.0 (normal)
DIABETICO:
Excelente: 5.0-6.0
Muy Bueno: 6.1-7.0
Bueno: 7.1-8.0
Regular: 8.1-9.0
Problematico: 9.1-10.0
Malo: 10.1-11.0
Muy Malo: 11.1-12.0
CALCIO SERICO PRE EXP COLORIMETRICO 2.76 mmol/L 22-27
CALCIO SERICO POST EXP COLORIMETRICO 291 mmol/L 22-27
N, LABORATORIO CLINICO
“PREVENTIVA™

;ﬂ‘y;%.{i;;;"f Foro

C.RP. ner
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ANEXO N° 2: REPRESENTACION GRAFICA DE LA METODOLOGIA

OBIJETOS DE ESTUDIO

10 ratas Long-Evans (Rattus rattus)

ASIGNACION EN GRUPOS Y NUMERACION DE JAULA INDIVIDUAL

DETERMINACION DE PARAMETROS RELACIONADOS AL CONTROL GLICEMICO

Glucosa en sangre, HbAlc y calcio sérico

A 4

INDUCCION A DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL INMEDIATA
10 ratas con Aloxano al 5%

AN

Metformina + + Metformina

Vitamina D

5 ratas diabéticas 5 ratas diabéticas

GRUPOS EXPERIMENTALES ' GRUPOS CONTROLES

J
Y
DETERMINACION DE GLUCOSA EN AYUNAS SEMANAL
DURANTE EL TRATAMIENTO Semana 1-4

DETERMINACION DE CALCIO SERICO AL FINAL DEL
TRATAMIENTO

S
e

ANALISIS DE RESULTADOS

SACRFICIO DELOS ANIMALES

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 3: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE GLUCOSA EN AYUNAS, HBIAC Y CALCIO SERICO

GRUPO

ID

GLUCOSA EN AYUNAS

HBA1C

CALCIO SERICO

BASAL

POST

INDUCCION

SEMANA
1

SEMANA
2

SEMANA
3

SEMANA
4

BASAL

BASAL

POST
TRATAMIENTO

GRUPO CONTROL

GRUPO
EXPERIMENTAL

10

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 4: CONSTANCIA DE APROBACION POR COMITE DE ETICA
PARA EL USO DE ANIMALES - HRL

HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE

DIRECCION DE INVESTIGACION
[MBAVESUE COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL PARA EL USO DE ANIMALES

CONSTANCIA DE APROBACION

El Comité de Etica Institucional Para el Uso de Animales en Investigacién del
Hospital Regional Lambayeque, luego de haber revisado el PROYECTO DE
INVESTIGACION titulado “Efecto de la suplementacién con vitamina D como
coadyuvante terapéutico en el control glicémico en Rattus rattus con
diabetes mellitus enducida”, presentado por:

e Llontop Ruiz Maria Lourdes.
Que habiendo cumplido con los requisitos se emite una constancia de conformidad

de APROBACION para la ejecucién del mismo emitida por el Comité de CEIPUA,
durante el periodo del 26 de diciembre 2019 hasta el 31 de agosto del 2020.

Chiclayo, 27 de enero del 2020.

Dra. MARY KARIN AGUILAR AGUILAR
Presidente del CEIPUA



ANEXO N° 5: BOLETA DE COMPRA DEL MATERIAL BIOLOGICO
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ANEXO N° 6: FOTOS DEL EXPERIMENTO

1. Identificacion de Ratas Long-Evans (Rattus rattus)

2. Pesado de animales
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3. Alternativa a Cepo de laboratorio

4. Toma de muestra de Hemoglobina glicosilada y calcio sérico




5.
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6. Preparacion del aloxano e induccion a Diabetes experimental

7. Comprobacion y control de Diabetes experimental por hemoglucotest en ayunas

(algunos ejemplos).




8. Tratamiento: Metformina y vitamina D

Ith* « m Hed
tHoajth Immune Syste

100 sorTGE-®
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9. Preparacion y administracion del tratamiento

10. Administracion del tratamiento

22




11. Diseccion y extraccion de muestra intracardiaca de espécimen perdido.

12. Sacrificio de especimenes.
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