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RESUMEN

La miel de Yatei, el producto de las abejas meliponas Tetragnostica angustula, con
propiedades medicamentosas de interés. El Objetivo de este proyecto fue
comprobar si la miel de Yatei disminuye la opacidad del cristalino causada por
diabetes inducida en ratas, previniendo la formacion de cataratas. Se trabajo con
22 ratas albinas cepa Wistar a las que se administro estreptozotocina (dos dosis de
40 mg/Kg) para inducir diabetes. Grupos experimentales, tratando solamente el ojo
derecho (OD); grupo 1 (n=6) tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel de
Yatei, grupo 2 (n=6) tratamiento desde el inicio de la formacién de las cataratas
con miel de Yatei, grupo 3 (n=5) tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel
de Yatei, grupo 4 (n=5) tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel de A.
mellifera. Se dosaron los niveles de glucemia mediante glucometer y la formacién
de cataratas mediante observacion oftalmoscépica de las pupilas dilatadas. Se
observo que la droga resulto efectiva en la induccion de la diabetes, registrando
niveles de glucemia entre 342 y 573 mg/dl y glucosuria +++1000. Las
observaciones oftalmicas mostraron que la miel de Yatei no detiene la evolucién de
las cataratas, pero se observo fue menos avanzada comparando el ojo tratado (OD)
con el que no recibié tratamiento (Ol). La miel de Appis mellifera, no mostro efecto
alguno. Estos resultados preliminares nos permiten inferir que la miel de Yatei

retarda el desarrollo de las cataratas

INTRODUCCION
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La miel es el producto mas importante de las abejas sin aguijon (meliponas). Sus
caracteristicas organolépticas dependen del contenido de azlcares totales, de su
madurez y de la presencia de compuestos activos tales como: glicésidos,
aminoacidos, isoprenoides, alcaloides, flavonoides, acidos organicos y cumarinas,
entre otros compuestos fendlicos; los cuales aportan propiedades especiales y
definen el flavor de este producto (Salamanca Grosso, 2001). La miel de yatei
difiere ampliamente de la miel producida por Apis mellifera, siendo menos viscosa,
menos dulce y mas acida. La composicion de la miel puede variar dependiendo de
la flora, ubicacion, la temporada de cosecha, la gestion y sobre todo la especie de

abeja que produjo la miel.

La diabetes en una enfermedad metabdlica relativamente comun alrededor del
mundo. En décadas recientes se realizaron estudios de prevalencia a nivel mundial
de la enfermedad detectando una poblacion que padece de esta dolencia de
alrededor de 347 millones de personas (OMS, 2012).

La induccion de diabetes experimental en modelos animales es posible mediante
métodos como la remociéon del pancreas, inyeccion de drogas como el aloxan o la
estreptozotocina. En el caso de la remociéon del pancreas, se generan algunos
problemas derivados de la cirugia como intolerancia y desordenes metabdlicos e
intestinales. En cuanto a la utilizacién de drogas como la estreptozotocina, que
tiene la capacidad de inflamar y degenerar las células B de los islotes de
Langerhans. Este ultimo método resulta mas efectivo, menos cruento y mas
econdmico, ademas de mejor aceptado bioéticamente (Akbarzadeh et al., 2007).

En los estadios diabéticos no se produce suficiente insulina y ello eleva la glucosa
sanguinea, lo cual causa un incremento de la glucosa en el cristalino ocular (Spiro,
1976), donde puede penetrar por posible difusién (Petterson & Delamere, 1992).
Este elevado nivel de glucosa ocasionaria la glicosilacion de las proteinas
lenticulares y pérdida de la transparencia del cristalino, proceso que también se ha
utilizado para explicar el envejecimiento de proteinas de larga duracién (Monnier &
Cerami, 1979).

La miel de Yatei es conocida amplia y popularmente, desde la época de los
aborigenes guaranies, por sus propiedades medicinales. Localmente es utilizada
como terapéutica en afecciones de garganta, bronquios, pulmoén; se aplica en los
ojos para tratar las cataratas y la conjuntivitis; como asi también en la piel para la
cura de heridas. La aplicacion de la miel de Tetragonisca sp. en Guatemala, México

y Venezuela, se emplea primordialmente para tratar las cataratas, ademas, como



fertilizante femenino y en desdrdenes gastrointestinales. Las propiedades
anticataratas, por la accion de flavonoides, de la miel de meliponas se estudiaron
en un modelo experimental de produccion de cataratas osmoéticas en cristalino de
ovejas. La inhibicion significativa de cataratas causada por cuatro derivados de
luteolina in vitro puede considerarse como una prueba preliminar de las
propiedades anticataratas de mieles de abejas sin aguijon. (Vit, 2002). La miel de
Tetragonisca angustula, tienen la aceptaciéon popular de curar las cataratas en
Brasil, Venezuela y Argentina; sin embargo, no se ha evaluado cientificamente tal
propiedad curativa. Los flavonoides son los agentes mas estudiados que podrian
inhibir cataratas segun la teoria osmotica (Kador, 1983). Estudios preliminares
realizados en Venezuela permitieron encontrar que la luteolina y sus derivados son
muy frecuentes en mieles de abejas sin aguijon (Vit, 1997), y posiblemente sean
principios activos en la creencia popular de las mieles anticatarata. Ademas del
efecto inhibidor de la aldosa reductasa, los flavonoides podrian actuar como
antioxidantes (Michael, 2000). Posiblemente, se trate de un efecto sinérgico entre

la catarata osmotica y la oxidativa (Zatechka, 1999).

Actualmente no existe suficiente informacion calificada a cerca de las propiedades
medicinales de la miel de Yatei, ni de sus propiedades oftalmolégicas. Esto motiva

la realizacion del presente trabajo.

El Objetivo de este proyecto es comprobar si la miel de Yatei disminuye la opacidad
del cristalino causada por diabetes inducida en ratas, previniendo la formacién de

cataratas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de miel

Para realizar los muestreos se consideraron principalmente los factores climaticos y
de asepsia, las muestras se tomaron con guantes y jeringas estériles directamente
de la colmena. A las muestras obtenidas se les realizaron analisis microbioldgicos y
bromatoldgicos en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Biotecnologia “Dr.
Fernando O. Benassi” de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales,

Universidad Nacional de Misiones.

Modelo Murino: Induccién de la diabetes
Se trabajo con ratas albinas de cepa Wistar adultas (n=22), distribuidas en cuatro

grupos experimentales de la siguiente manera:



e Grupo 1: tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel de Yatei (n=6
ratas adultas).
e Grupo 2: tratamiento desde el inicio de la formacion de las cataratas con
miel de Yatei (n=6 ratas adultas).
e Grupo 3: tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel de Yatei (n=5
ratas jovenes).
e Grupo 4: tratamiento desde el inicio de la diabetes con miel de A. mellifera
(n=5 ratas jovenes).
Los animales se alojaron en cajas, se mantuvieron en condiciones estandar de
bioterio (Temperatura 22+4°C, fotoperiodo 16 horas luz/8 horas oscuridad) con
acceso a agua y alimento ad /ibitum. En diferentes periodos de tiempo, se midi6 el
peso corporal, la concentracion de glucosa sanguinea y se observaron los cristalinos
de los animales con oftalmoscopio.
Induccion de Diabetes
Para inducir la diabetes, las ratas fueron inyectadas con estreptozotocina (Sigma
Aldrich®) segun el modelo propuesto por Vit (2002), modificado brevemente, la
aplicacion se realizo via intraperitoneal (IP), la droga fue diluida en tampoén citrato
de sodio 0.2M pH 4.5 inmediatamente antes de su uso y mantenida en hielo y
protegida de la luz hasta el momento de inyectar, a una dosis de 80 mg/kg de
peso. La dosis fue distribuida en dos inyecciones de 40 mg/kg de peso cada una,
separadas una de otra por un periodo de una semana, de acuerdo a lo sugerido por
Akbarzadeh et al., (2007).
Observaciones del cristalino
El diagnéstico de las cataratas se realiz6 mediante un examen oftalmolégico
estandar, para el cual, se dilataron ambas pupilas de los animales mediante la
aplicacion de Alcon Mydril-Tropicamida (Laboratorios Alcon®). Los niveles de
opacidad del cristalino, se clasificaron con cruces, siguiendo el siguiente criterio:
incipiente (-), inmadura (+), moderada (++), grave (+++).
Glucosa sanguinea
En los mismos periodos de tiempo en los que se tomo el peso corporal de los
animales, se dosaron los niveles de glucosa sanguinea por sangrado de colas
laceradas de los animales. El andlisis se realiz6 utilizando un glucometer clasico
(Accu-chek®) utilizado rutinariamente por pacientes diabéticos.
Diseino Experimental:
A las ratas de los grupos 1 y 3 se les aplicé 1 gota de miel pura de Yatei en el ojo
derecho 1 vez al dia mediante gotero. Las ratas del grupo 2 recibieron el mismo
tratamiento, pero a partir del momento indicado como inicio de la formacion de

cataratas. Los animales del grupo 4 recibieron un tratamiento similar pero con miel



de A mellifera en lugar de miel de Yatei desde el inicio de la diabetes. En todas las
ratas de todos los grupos se dejo el ojo izquierdo sin recibir tratamiento alguno
como control negativo.

A lo largo de los ensayos los animales fueron manipulados siguiendo las guias de
bienestar animal de la UNRC e internacionales.

Analisis Histopatoldgico

Luego del sacrificio los globos oculares, pancreas, riidn e higado se fijaron con
formol tamponado y se siguieron los pasos de microscopia 6ptica convencional. Se
realizaron cortes alternados de 4 a 7 pm con micr6tomo Reicher-Young 2035 que
fueron montados en portaobjetos, tefiidos y posteriormente analizados para
determinar las lesiones de cristalino y retinopatias.

Levantamiento de Imagenes crudas y Procesamiento de Imagenes

De cada corte histolégico se digitalizaron imagenes, constituyéndose un banco de
imagenes crudas. Para ello se utiliz6 un microscopio Zeiss Axiophot con camara
digital AxioVision Zeiss y software asociados.

Analisis estadistico.

Se utilizé el Software InfoStat version que permite el ajuste de modelos mixtos y el
SAS 9.1. Se realiz6 un andlisis descriptivo exploratorio. Para la comparacion de
medias entre los grupos tratados con miel de Yatei o de Apis se utilizé el analisis de
la varianza (ANOVA) de una via, con test a posteriori de Tuckey, con diferencias

consideradas significativas si p<0.05.

RESULTADOS

El analisis microbiolégico y fisicoquimico de las muestras de miel de Yatei y de Apis
mellifera, que se utilizé para realizar los ensayos, dio como resultado que tanto la
miel de A. mellifera como la de Yatei son aptas para el consumo, de acuerdo a los
parametros de referencia (Tabla 1). Esta aptitud permite también su utilizacion en

los ensayos con los animales experimentales.

Se logré establecer el modelo murino, a las ratas se les administré la
estreptozotocina en dos dosis de 40 mg/kg de animal, con un intervalo de 1
semana entre una y otra dosis. En ninguno de los animales se observaron
reacciones adversas, del tipo alérgico y/o inflamatorio, causadas por la aplicacion
de la droga por via IP. Sin embargo, en los grupos 3 y 4, constituido por ratas

jovenes, se realizé una tercera aplicacion de la droga de 40 mg/kg de animal a los



15 dias posteriores a la dltima aplicacion, ya que no se logré inducir la diabetes con
solamente dos aplicaciones.

Como se observa en la Tabla 2 los valores de glucemia determinados muestran que
la droga hizo efecto, dando valores comparables a los de un animal diabético. Se
pueden observar las diferencias entre los valores de dosaje de glucemia previos a la
administracion de la droga, comparados con los encontrados al final del ensayo, son
marcadamente diferentes lo que indicaria la diabetes.

Se puso a los animales en jaulas metabdlicas, con agua ad libitum, pero sin
alimento y durante 4 horas, a los fines de colectar muestras de orina para hacer un
analisis de las mismas y una relacién con la diuresis. El andlisis de orina completa
ayuda a corroborar el diagnostico de diabetes. En la Tabla 3 se muestran los
resultados del urianalisis. Como puede observarse se condicen con el diagndstico de
diabetes, vistos fundamentalmente por la presencia de altos niveles de glucosa en
orina (+++1000) en todos los casos, se vio también altos niveles de proteinuria,
que marcaria dafio renal, y presencia de sangre en casi todas las muestras. En
ninguna de las ratas se observo leucosuria, urobilinégeno ni cetonas.

La reduccion en el numero de animales en los grupos 1, 2 y 4, durante el ensayo,
fue debida a la muerte de tres ratas a causa del gran deterioro sufrido como
consecuencia de la diabetes, de dos de estos animales se lograron enuclear los ojos
para andlisis histopatolégico, no asi el resto de los 6érganos abdominales tomados
en los otros animales. En la Tabla 4 se muestran los resultados de las
observaciones oftalmicas.

Los presentes hallazgos muestran que la miel de Yatei no detiene la evolucién de
las cataratas, pero se puede observar que la formacién de la catarata fue menos
avanzada comparando el ojo tratado (OD) con el que no recibié tratamiento (Ol).
En cuanto al efecto de la miel de Appis mellifera, no se observo efecto alguno al
comparar el ojo tratado con el que no recibié tratamiento. Por lo que inferimos que
la miel de Yatei es mas efectiva que la de A. mellifera, a pesar de no frenar

completamente el desarrollo de las cataratas.

Los hallazgos histopatolégicos muestran alteraciones a nivel pancreatico y renal
compatibles con el modelo de ratas diabéticas propuesto. Se observé una marcada
alteracion a nivel de corteza renal con glomérulos atrofiados y espacios de
ultrafiltracion dafiados, tubulos contorneados proximales con epitelios alterados y
marcada presencia de proteinas en tubulos colectores, ademas de hiperemia. A
nivel pancreatico se observaron alteraciones en los islotes, hiperemia en todo el
6rgano y acinos de estructura no homogénea (Figura 1). No se detectaron

alteraciones hepaéticas por la administracion de la droga. En cuanto al andlisis de los



globos oculares, se pudo observar una marcada alteracion del cristalino, tanto a
nivel epitelial con hiperplasia epitelial y modificaciones hidrdpicas, como a nivel de
las fibras con alteraciones en su organizacion y agregados proteicos (Figura 2 y 3).
A nivel de retina se pudo observar alteraciones de la organizacion de los
fotorreceptores causadas por la diabetes (retinopatia). Sin embargo, la retinopatia

no se observo en los ojos tratados con miel de Yatei (Figuras 4 y 5).

DISCUSION

Los presentes resultados son una contribucion para la validacion de protocolos
experimentales de bioensayos que permitan estudiar tratamientos anticataratas
como la aplicacion de miel de Yatei. Esta miel tiene la aceptacion popular de curar
las cataratas en Brasil y Venezuela y ha sido también utilizada con fines
oftalmoldgicos por la comunidad aborigen guarani en la provincia de Misiones
(Argentina); a pesar de no haberse estudiado cientificamente sus propiedades
curativas.

Los flavonoides son los agentes mas estudiados que podrian inhibir cataratas segun
la teoria osmoética, (Kador, 1983). Estudios preliminares realizados en Venezuela
permitieron encontrar que la luteolina y sus derivados son muy frecuentes en
mieles de abejas sin aguijon (Vit et al., 1997) y posiblemente sean principios
activos en la creencia popular de las mieles anticataratas. Ademas del efecto
inhibidos de la aldosa reductasa, los flavonoides podrian actuar como antioxidantes
(Michael et al., 2000).

En cuanto al modelo experimental, se vio que el efecto de la estreptozotocina en la
induccién de la diabetes fue el esperado en las ratas adultas, mientras que no se
vio el mismo efecto en los grupos constituidos por animales jovenes. Esto
probablemente se deba a que los animales jévenes, a los que se les indujo la
diabetes a los dos meses de vida, muestran mayor resistencia a la droga. Para
lograr la diabetes fue necesaria la aplicaciéon de una tercera inyeccién de la droga.
Esta observacién es coincidente con lo reportado por Akbarzadeh et al., (2007)
quienes trabajaron con ratas de 90 dias de vida en adelante. Sin embargo, se logro
el modelo de ratas diabéticas, los valores de glucemia y las alteraciones en los
andlisis de orina lo demuestran. Estos resultados son coincidentes con lo reportado
por Akbarzadeh et al., (2007) y por Vit et al., (2002) quienes observaron hallazgos
similares en orina.

Los andlisis histopatoldgicos refuerzan los parametros bioquimicos del modelo,
observandose el desarrollo de las alteraciones esperadas a nivel pancreético, renal
y oftalmico. Con el marcado desarrollo de cataratas y retinopatias asociadas a la

diabetes. Sin embargo, resulto alentados observar que las alteraciones a nivel de



retina no fueron tales en los ojos de los animales que recibieron miel de Yatei tanto
jovenes como gerontes. Este efecto beneficioso de la miel es una de las

perspectivas para continuar investigando.

CONCLUSIONES

Con los presentes resultados se pudo observar que la miel de meliponas puede ser una
opcién para prolongar el tiempo de aparicién de las cataratas, como asi también hacer
mas lenta su evolucion. Lo observado en el modelo propuesto es que la miel no detiene
por completo la evolucion de las cataratas. En cuanto a las retinopatias asociadas a la
diabetes, hemos visto que la miel de Yatei podria evitar las alteraciones de los
fotorreceptores, sin embargo es necesario continuar con estudios mas exhaustivos para

comprobar este efecto.
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ANEXOS

Figura 1: Pancreas H/E 1000X. A islote pancreatico. B vaso sanguineo. C acinos
pancreaticos.

Figura 2: Cristalino H/E 1000X. A epitelio. B fibras cristalinas.



Figura 3: Cristalino H/E 1000X. Estructura alterada de las fibras cristalinas.

Figura 4: Retina H/E 400X. Estructura normal de la retina, ojos tratados con miel de Yatei.

Figura 5: Retina H/E 400X. Retinopatia observada en los 0jos no tratados con miel de

Yatei.

Tabla 1: Analisis microbioldgico y fisicoguimico de muestras de miel de Yatei y de

Apis mellifera.

Recuento Unidades Miel Yatei Miel Apis Valores
limite
MAMT UFC/g 10 15 <1x10*
Coliformes NMP/g <3 <3 <3
totales
Coliformes NMP/g <3 <3 <3
fecales
Escherichia coli Presencia/ Ausencia Ausencia Ausencia
Ausencia
Enterococos NMP/g <3 <3 | mmm——--
Staphylococcus UFC/g Ausencia Ausencia Ausencia
aureus cog (+)
Hongos y UFC/g 90 40 <1x10?
Levaduras
Clostridium spp. Presencia/ Ausencia Ausencia Ausencia




Ausencia
Bacillus spp. UFC/g Ausencia Ausencia | = --------
Salmonella spp. Presencia/ Ausencia Ausencia Ausencia
Ausencia
pH 4.15 4.25

MAMT: Microorganismos Aerobios Mesoéfilos Totales, UFC/g: Unidades Formadoras
de Colonia/gramo, NMP/g: Numero Mas Probable/gramo.

Tabla 2: valores promedio de glucemia al inicio y final del ensayo de cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Glucemia 102+13° 121+5? 105+13° 109+9?
inicial
(mg/dl)
Glucemia 421+98° 342+38° 494+15° 573+23°
final (mg/dl)

Valor promediox+1DE. Letras distintas ® ® indican diferencias significativas en la
misma columna, ANOVA .

Tabla 3: valores promedio de uriandlisis final de las ratas.

Determinaciones | Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Nitritos + + + +
Proteinas >2000 >2000 >2000 >2000
pH 6.5 6.5 6.5 6.5
Sangre ++60 ++55 ++65 ++80
Densidad 1.010 1.005 1.015 1.005
Bilirrubina ++ ++ ++ ++
Glucosa +-++ 1000 | +++ 1000 | +++ 1000 | +++ 1000

Tabla 4: hallazgos de los examenes oftalmoldgicos promedio al inicio y final de

cada tratamiento.

Trata(:nlent Grupo Inicio Final
oD OI oD OI
Yatei inicio ++Ca,
diabetes 1 ++Ca,+L ++Ca, +LS +LS, +N, ++Ca, +LS,
S ++N, +C,
+C
Yatei inicio > +Ca +Ca +Ca, +LS, +Ca, ++N,
cataratas +C ++C
Yatei inicio ++Ca, ++C,
diabetes 3 +Ca ++Ca, +N +Ca +N
Appis inicio ++Ca, +C, ++Ca, +C,
diabetes 4 +Ca,+C +Ca, +C ++N +LS, +N

Referencias: LS-lineas de sutura, C-cortical, Ca-capsular, N-nuclear,
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