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GLOSARIO

8-OH-dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosina difosfato

AGPI: Acidos grasos poliinsaturados
ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
ATP: Adenosina trifosfato

AUC: Area bajo la curva

CCF: Cromatografia en capa fina

DML1: Diabetes Mellitus Tipo 1

DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2

DPPH: Difenil-picrilhidrazilo

GAD: Glutamato descarboxilasa
GADPH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GCG: Gen precursor de glucagén
GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
GIP: Polipéptido inhibidor gastrico
GLP-1: Péptido similar al glucagon tipo 1
GLP-2: Péptido similar al glucagén tipo 2
GLUT1: Transportador de glucosa 1
GLUT2: Transportador de glucosa 2
GLUT4: Transportador de glucosa 4
GPx: Glutation peroxidasa

GRD: Glutation reductasa

GSH: Glutation

GST: Glutation transferasa

H20.: Perdxido de hidrogeno

HbAlc: Hemoglobina glucosilada

HLA: Antigenos leucocitarios humanos
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IFNy: Interferén gamma

IL: Interleucina

INEI: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica

INS: Gen precursor de la Insulina

IP: Intraperitoneal

LDL: Lipoproteina de baja densidad

MDA: Malondialdehido

NAD: Dinucleotido de nicotinamida y adenina

NF«B: Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
Nrf2: Factor nuclear eritroide 2 — relacionado con el factor 2

PEG: Polietilenglicol

PPARG: Gen del receptor gamma activado del factor proliferador de peroxisomas
PPAR,p/5: Receptor gamma/beta/delta activado por el factor proliferador de peroxisomas
PPYR1: Receptor 1 del polipéptido pancreético — Receptor 4 del neuropéptido Y
Prol2Ala: Sustitucion de prolina por alanina del gen PPARG

PTGO: Prueba de tolerancia oral a la glucosa

RCS: Especies reactivas de cobre

RER: Reticulo endoplasmico rugoso

RIS: Especies reactivas de hierro

RNS: Especies reactivas de nitrogeno

ROS: Especie reactivas de oxigeno

SS: Somatostatina

STZ: Estreptozotocina

TE: Equivalente trolox

TNF-a: Factor de necrosis tumoral

TRH: Tirotropina

Ul: Unidades internacionales

UV: Ultravioleta

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad

XOD: Xantina oxidasa
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad hipoglicemiante de las
semillas de Punica granatum L. “Granada” en Diabetes experimental inducida por
estreptozotocina en animales de experimentacion y la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos empleando el método DPPH. EIl trabajo se realizd en los laboratorios de
Farmacotecnia, Farmacognosia, Laboratorio de Investigacion ‘“Proyecto Mercurio” y
Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria en el periodo de Setiembre — Diciembre
del 2019.

Las muestras de granada provienen de la provincia de Cusco, se realizé la identificacion
taxondmica en el Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San

Agustin donde se confirmo su pertenencia a la especie Punica granatum L.

Se obtuvieron los extractos por extraccion Soxhlet usando tres solventes de diferente
polaridad: etanol 96°, acetato de etilo (QP) y hexano (PA); se evalu6 el rendimiento,
teniendo como mejor resultado el extracto de hexano y se realiz el analisis fitoquimico de
los tres extractos identificando la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides, esteroles y
terpenos. Asimismo, se determin0 el contenido de acidos grasos de semillas de Punica
granatum L. “Granada” por el método de cromatografia de gases, identificandose la
presencia de acido oleico (65.51%), acido linolénico (3.64%), acido araquiddnico (2.51%),
acido cis-linoleico (7.15%), é&cido tricosanoico (15.18%) y 4cido cis-4,7,10,13,16-

docosahexenoico (6.01%).

La induccién de Diabetes experimental en ratas se realizd usando como dosis de STZ 45
mg/Kg. Mediante una prueba piloto se determiné que el extracto etanolico posee mayor
actividad hipoglicemiante al presentar mejores resultados, a partir de ello se procedi6 al
estudio experimental utilizando 18 ratas distribuidas en 6 grupos de experimentacion:
Control negativo (-): ratas normoglicémicas; Control positivo (+): ratas inducidas a
hiperglicemia; Tratamiento control: ratas inducidas a hiperglicemia tratadas con vitamina
E 6 mg/Kg; Tratamiento 1: ratas inducidas a hiperglicemia tratadas con el extracto
etandlico a dosis de 20 mg/Kg; Tratamiento 2: ratas inducidas a hiperglicemia tratadas con
el extracto etandlico a dosis de 40 mg/Kg y Preventivo: ratas tratadas con el extracto
etandlico a dosis de 20 mg/Kg durante 15 dias previos a la induccion de Diabetes y 30 dias

después.
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Se realizaron las mediciones de los niveles de glicemia: glucosa basal, glucosa post-STZ
(dia 0), durante el tratamiento los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 y post-tratamiento
33, 36, 39, 42 y 45 dias; también se evaluaron los pesos cada 5 dias durante el periodo de

estudio.

El analisis estadistico de cada grupo de estudio determind que el mayor efecto
hipoglicemiante se le confiere al extracto etanodlico a dosis de 40 mg/Kg con una
concentracion sanguinea final de glucosa promedio de 132.33 + 3.51 mg/dL y 72.43% de
disminucion de hiperglicemia, seguido del tratamiento de vitamina E con un promedio de
147 £ 1.41 mg/dL y un 69.82%. El grupo preventivo presentd 162 + 4.36 mg/dL de glucosa
y 57.81% de disminucion. El tratamiento con menor efecto fue el extracto etanélico a dosis
de 20 mg/Kg con 200 + 1.41 mg/dL de glucosa y 58.88% de disminucion de hiperglicemia.
Ademas, se realiz6 una comparacion entre los grupos de estudio donde se evalué el AUC
obteniendo como resultado que el mejor tratamiento es el Preventivo dado que los niveles
de hiperglicemia post-induccion de Diabetes fueron de 384 + 9.17 mg/dL, 21.15% menor
comparado con los demas grupos obteniendo un valor total de AUC de 11289.83; seguido
de la vitamina E y extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg con 11962.67 y 12311.33
AUC, y el tratamiento del extracto a dosis de 20 mg/Kg con un AUC de 13871.00 fue el de
menor eficacia frente a la hiperglicemia. Se concluye que la administracion del extracto
etanolico antes de la induccion a hiperglicemia previene la elevacion excesiva de glucosa y

disminuye su nivel durante el proceso de la enfermedad.

Por otro lado, también se determiné la capacidad antioxidante de los extractos de semillas
de Punica granatum L. “Granada” por el método DPPH usando como estandar el reactivo
Trolox. Los resultados demostraron que el extracto etandlico tiene un valor de 31.67%, el
extracto de acetato de etilo 28.79% y el extracto de hexano 17.88% de capacidad
antioxidante. Ademas, se obtuvo que el contenido de TE por 100 g de semillas del espécimen
de estudio es de 1.17 M TE/100 g en el extracto etanolico, 2.09 M TE/100 g en el extracto
de acetato de etilo y 1.35 M TE/100 g en el extracto de hexano.

Los resultados obtenidos de este estudio sugieren que el extracto etandlico de semilla de
granada puede ser Gtil para prevenir y/o tratar la hiperglucemia asociada a Diabetes. Este
efecto estd asociado con la capacidad antioxidante total del extracto. La efectividad del
extracto se relaciona con el contenido de flavonoides, taninos, alcaloides, esteroles, terpenos

y acidos grasos. Estos metabolitos podrian actuar directa o indirectamente al inducir algunas
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vias de sefializacion que codifican los genes detoxificantes y antioxidantes como Nrf2,
suprimir el sefialamiento inflamatorio por regulacion negativa en NFkB, TNFa y/o la
activacion de la via metabolica PPAR,ps. EsStos mecanismos antioxidantes,
antiinflamatorios y metabdlicos ejercen efecto protector sobre las células pancreaticas
mejorando su funcionamiento y viabilidad celular, aumentando la secrecion y sensibilidad a
la insulina y mejorando la captacion de glucosa. Como resultado se obtiene una evidente
disminucion de los niveles sericos de glucosa, evitando el fendmeno de glucotoxicidad

relacionado con las complicaciones asociadas a la Diabetes.

Palabras clave: Punica granatum L., granada, Diabetes, glucosa, hipoglicemiante,

estreptozotocina, estrés oxidativo, antioxidante, vitamina E, capacidad antioxidante, DPPH.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the hypoglycemic activity of the seeds of Punica
granatum L. "Pomegranate” in experimental Diabetes induced by streptozotocin in an
experimental model and the antioxidant capacity of the extracts obtained using the DPPH
method. This study was carried out in the laboratories of Pharmacotechnics, Pharmacognosy,
Research Laboratory "Mercury Project” and Biotery of the Catholic University of Santa

Maria in the period of September - December 2019.

The pomegranate samples were obtained from the province of Cusco, the taxonomic
identification was performed at the Herbarium Areqvipense (HUSA) of the National
University of San Agustin. The pomegranate samples were classified as Punica granatum
L.

The seed pomegranate extracts were obtained by Soxhlet extraction using three solvents of
different polarity: 96 ° ethanol, ethyl acetate (CP) and hexane (AR); the yield was evaluated,
having the hexane extract as the best result. The phytochemical analysis of the three extracts
was carried out, by identifying the presence of flavonoids, tannins, alkaloids, sterols and
terpenes. Likewise, the fatty acid content of Punica granatum L. “Granada” seeds was
assessed by the gas chromatography method. The data showed the following fatty acid
composition: oleic acid (65.51%), linolenic acid (3.64%), arachidonic acid (2.51%), cis-
linoleic acid (7.15%), tricosanoic acid (15.18%) and cis-4,7,10,13,16-docosahexenoic acid
(6.01%).

The experimental Diabetes in rats was induced by using a unique dose of 45 mg/Kg as STZ.
Through a pilot test, it was determined that the ethanolic extract had greater hypoglycemic
activity. Eighteen rats were distributed in 6 experimental groups: Negative control (-):
normoglycemic rats; Positive control (+): rats induced to hyperglycemia; Control
treatment: hyperglycemic-induced rats treated with vitamin E 6 mg/Kg; Treatment 1:
hyperglycemic-induced rats treated with the ethanolic extract at a dose of 20 mg/Kg;
Treatment 2: hyperglycemic-induced rats treated with ethanolic extract at a dose of 40
mg/Kg and Preventive: rats treated with ethanolic extract at a dose of 20 mg/Kg for 15 days

prior to the induction of Diabetes and 30 days after.
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Measurements of blood glucose levels were made: basal glucose, post-STZ glucose (day 0),
during treatment on days 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 and post-treatment 33, 36, 39, 42

and 45 days; weights were also evaluated every 5 days during the study period.

The statistical analysis of each study group determined that the greatest hypoglycemic effect
is conferred on the ethanolic extract at a dose of 40 mg/Kg with a final mean glucose
concentration of 132.33 + 3.51 mg/dL and a 72.43% decrease in hyperglycemia, followed
by vitamin E treatment with an average of 147 + 1.41 mg/dL and 69.82%. The preventive
group presented 162 + 4.36 mg/dL of glucose and a 57.81% decrease. The treatment with
the least effect was the ethanolic extract at a dose of 20 mg/Kg with 200 + 1.41 mg/dL of
glucose and a 58.88% decrease in hyperglycemia. In addition, a comparison was made
between the study groups where the AUC was evaluated, obtaining as a result that the best
treatment is Preventive since the levels of hyperglycemia post-induction of Diabetes were
384 +9.17 mg/dL, 21.15% lower compared with the other groups obtaining a total value of
AUC of 11289.83; followed by vitamin E and extract of “Granada” at doses of 40 mg/Kg
with 11962.67 and 12311.33 AUC, and the treatment of the extract at doses of 20 mg/Kg
with an AUC of 13871.00 was the one with the lowest efficacy against hyperglycemia. It is
concluded that the administration of the ethanolic extract before the induction of
hyperglycemia prevents the excessive elevation of glucose and reduces its level during the

disease process.

The antioxidant capacity of Punica granatum L. “Granada” seed extracts was determined by
the DPPH method using the Trolox reagent as standard. The results showed that the ethanolic
extract has a value of 31.67%, the extract of ethyl acetate 28.79% and the extract of hexane
17.88% of antioxidant capacity. Furthermore, it was concluded that the content of TE per
100 g of seeds of the study specimen is 1.17 M TE/100 g in the ethanolic extract, 2.09 M
TE/100 g in the extract of ethyl acetate and 1.35 M TE/100 g in the hexane extract.

The data obtained from this study suggest that the ethanolic extract of pomegranate-seed can
be useful in preventing and/or treating Diabetes associated hyperglycemia. This effect of
consistent with the total antioxidant capacity of the extract. The effectiveness of the extract
is related to the content of flavonoids, tannins, alkaloids, sterols, terpenes and fatty acids.
These metabolites could act directly or indirectly by inducing some signaling pathways that
encode detoxifying and antioxidant genes such as Nrf2, suppressing inflammatory signaling

by negative regulation in NFkB, TNFa and/or the activation of the PPAR, /5 metabolic
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pathway. These antioxidant, anti-inflammatory and metabolic mechanisms exert a protective
effect on pancreatic cells, improving their function and cell viability, increasing insulin
secretion and sensitivity, and improving glucose uptake. As a result, an evident decrease in
serum glucose levels is obtained, avoiding the phenomenon of glucotoxicity related to

complications associated with the disease.

Keywords: Punica granatum L., pomegranate, Diabetes, glucose, hypoglycemic,

streptozotocin, oxidative stress, antioxidant, vitamin E, antioxidant capacity, DPPH.
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INTRODUCCION

El Estrés Oxidativo es el proceso de deterioro celular que depende de la produccién
de radicales libres, estos radicales libres se forman a partir de varias moléculas donde los
derivados de la molécula de oxigeno son los que tienen mas alta capacidad reactiva y mayor
importancia en la patologia humana. El oxigeno (O2), molécula necesaria para la vida
pluricelular, tiene la capacidad de inducir la formacion de dichos radicales libres y estos a
su vez presentan la capacidad de reaccionar y dafiar los sistemas bioldgicos pudiendo
provocar muerte celular y disfuncion tisular por la produccion de cambios en la composicion
quimica o en los elementos celulares. Sin embargo, se sabe también que los radicales libres
son moléculas sefializadoras que cumplen funciones fisioldgicas. En la actualidad existe un
creciente interés por investigar sobre el estrés oxidativo y la capacidad antioxidante de
diversas sustancias y/o metabolitos, debido a que estan relacionados con las enfermedades

cronicas que afectan cada vez mas a la poblacion®.

La Diabetes Mellitus es la enfermedad cronica-metabolica porque es la més critica
del pancreas endocrino, causa la muerte y crea problemas de salud en la sociedad moderna
debido a su elevada prevalencia, dado que puede afectar a personas de cualquier edad, sexo,
clase social y area geografica®. La causa de esta afeccion esta caracterizada por la
hiperglicemia que es debido a un funcionamiento incorrecto del péncreas (glandula
encargada de producir la hormona insulina) o por una respuesta inadecuada de esta hormona
frente a la glucosa ®. Si los niveles altos de azlcar en la sangre no son controlados, las
complicaciones microvasculares y neurolégicas llevaran al paciente a la pérdida de la vision,
amputacion de los miembros inferiores, falla renal, entre otros. La Diabetes Mellitus se
manifiesta principalmente como Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) debido a la destruccion
autoinmune de las células B pancredticas que generalmente conduce a una deficiencia
absoluta de insulina y la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), forma clinica méas frecuente, se

caracteriza por la resistencia a la insulina .

El altimo informe del Boletin Epidemioldgico del Perl muestra que, en los Gltimos
3 afios el nimero de casos registrados con Diabetes ha ido en aumento. Los datos mas
actualizados hasta el primer trimestre del 2019 segun la INEI (Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica), hubo un incremento importante en el nimero de casos registrados

de Diabetes en comparacion con periodos similares en los dos Gltimos afios®).
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La fitoterapia y la fitofarmacologia, con el paso de los afios, estdn tomando cada vez
mas importancia previniendo el avance de condiciones adversas en el organismo y
mejorando la calidad de vida de los consumidores; es por eso que la presente investigacion
tiene como objetivo estudiar la actividad hipoglicemiante de las semillas de la especie
Punica granatum L. “Granada” en Diabetes inducida experimentalmente en ratas por
estreptozotocina (STZ); se sabe por bibliografia que las semillas de dicha especie presentan
como metabolitos secundarios ciertas clases de compuestos fenolicos tales como
flavonoides, lignanos, cumarinas, acido géalico, taninos, algunos alcaloides, esteroles,
terpenos y acidos grasos. Varios de estos compuestos presentan actividad antioxidante. Este
trabajo permite demostrar que las semillas de Punica granatum L. “Granada” presentan
actividad hipoglicemiante y antioxidante, dos parametros ampliamente relacionados con la
enfermedad de la Diabetes; ademas de ofrecer una vista amplia de no solo un tratamiento
como hipoglicemiante sino también como antioxidante frente a la enfermedad pudiendo
lograr la disminucion de la glucosa en sangre y ademas actividad protectora antioxidante en

las células B-pancreaticas.
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HIPOTESIS

Dado que la investigaciéon cientifica le atribuye propiedades antioxidantes a Punica
granatum L. “Granada”, es probable que el extracto de semillas de esta planta, presente un

efecto hipoglicemiante en la Diabetes inducida por estreptozotocina en animales de

experimentacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto hipoglicemiante del extracto de semillas de Punica granatum L.
“Granada” en hiperglicemia inducida en animales de experimentacion y su capacidad

antioxidante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los extractos de semillas de Punica granatum L. “Granada” con solventes
de diferente polaridad y evaluar su rendimiento.

2. Realizar el andlisis fitoquimico preliminar para determinar los grupos de metabolitos
secundarios de los extractos de Punica granatum L. “Granada”.

3. Identificar y cuantificar los acidos grasos presentes en el extracto de Punica
granatum L. “Granada” mediante la técnica de cromatografia de gases.

4. Evaluar la actividad hipoglicemiante de los extractos de las semillas de Punica
granatum L. “Granada” en animales de experimentacion inducidos a hiperglicemia
por estreptozotocina.

5. Comparar el efecto hipoglicemiante del extracto de semillas de Punica granatum L.
“Granada” a diferentes dosis.

6. Determinar si las semillas de Punica granatum L. “Granada” tienen efecto preventivo
y/o curativo frente a la hiperglicemia.

7. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de semillas de Punica granatum

L. “Granada”.
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1. Punicagranatum L. “Granada”

1.1. Estudio Boténico
Punica granatum pertenece a la familia Punicaceae, es familia de plantas mas
pequefia que incluye un género y dos especies, incluidas: Punica granatum y

Punica protopunica ®.

Punica granatum (granada) es un pequefio arbol — arbusto que mide entre 1.5y 5
metros de altura, posee ramas irregulares espinosas y hojas de dos aspectos:

brillantes en regiones templadas y perennes en regiones frias.

Figura N° 1. Partes de Punica Granatum L. a) rama con hojas y flores; b) flor en
seccion longitudinal; c) estambre; d) estigma; e) fruto; f) semilla®

Caracteristicas de Punica granatum L. “Granada”:

¢ Hojas: las hojas son entre lanceoladas y oblongas, opuestas o subopuestas en
las ramas recién crecidas y se integran en las esporas, 0 bien se encuentras
reunidas en fasciculos alternos o subopuestos, caducas, subcoriaceas, lustrosas
por el haz, glabras, de un verde amarillento, atenuadas en corto peciolo; apice

obtuso con glandula terminal.
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o Flores: tiene entre una a cinco flores de 3 — 4 centimetros de didmetro, una de
ellas terminal y el resto marginal, corta o sin peddnculo, su color es rojo y
raramente amarillo o blanco, inodoro y bisexual.

e Fruto: presenta un color rojo claro a amarillo verdoso y rara vez en algunas
especies de color parpura oscuro. Tiene un diametro de 5 a 20 cm y su peso
varia de menos de 200 g a mé&s de 800 g, es esférico, coriaceo.

e Semilla: las semillas miden entre 4 a 7 mm (las desecadas), muy carnosas,
transllcidas, angulosas, prismaticas, granates; se producen en grandes
cantidades, son triangulares, libres de albtimina e incrustadas en arilo®.

1.2. Clasificacion de la Especie
Segln United States Departament of Agriculture — Natural Resources
Conervation Service (Plants Data base), la especie se encuentra dentro de la

siguiente clasificacion®:

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de la especie

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Punicaceae
Subfamilia Punicoideae
Género Punica L.
Especie Punica granatum L.
Nombre comudn Granada

1.3. Habitat
Punica granatum L. (granada) es un pequefio arbol que es originariamente de Iran
y se encuentra en el Himalaya en el norte de India, China, Estados Unidos y en
toda la region del Mediterrdneo. Se cultiva en toda la India y en las zonas méas
secas del sudeste asiatico, Malaya, las Indias Orientales y Africa tropical. El &rbol
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fue introducido en Ameérica por los colonizadores espafioles en 1769, iniciando

en Estados Unidos — California extendiéndose por todo América.

Esta especie prefiere un clima semiarido templado a subtropical, se adaptan
naturalmente a regiones con inviernos frios y veranos calurosos. El clima humedo
afecta de forma negativa la formacién de frutos. El arbol puede sufrir graves dafios
por temperaturas inferiores a los -10°C. El arbol se adapta bien al cultivo en

contenedores y a veces fructificara en un invernadero®.

1.4. Composicién Quimica
Los metabolitos en varias partes de la fruta y el arbol Punica granatum L. incluyen
varios tipos de azucares, acidos organicos, flavonoides (en forma de glucosidos),
antocianinas (le confieren color al fruto), acidos grasos, alcaloides, vitaminas, etc;
siendo los méas abundantes los polifenoles y taninos. Los principales azlcares
incluidos en el extracto de Punica granatum L. estan compuestos de glucosa,
fructosa, sacarosa y maltosa, mientras que las vitaminas son C, Bl, B2 y

betacaroteno®®.

e El jugo de granada contiene una alta fuente de elagitaninos, antocianinas,
flavonoides y taninos hidrolizables®?.

e La cascara de granada contiene elagitaninos, acido elagico, acido galico y
gluctésidos del acido elagico. Punicalagina es el principal componente
bioactivo de la cascara de granada. Las antocianidinas estdn contenidas
principalmente en cianidina, pelargonidina y delfinidina y flavonoides como
kaempferol, luteolina y quercetina®®,

e El aceite de las semillas posee un alto contenido de acidos grasos libres, siendo
uno de los mas abundantes el acido punico — punicico, asi como el acido
linolénico y linoleico; esteroles y terpenos; ademas, en la semilla pulverizada
se encuentran antocianinas, acido elagico, flavonoides, lignanos, otros
compuestos fendlicos y taninos®?.

e El tallo estd compuesto de algunos alcaloides como pelletierina y taninos como
punicacorteina A, B, Cy D9,
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Tabla 2. Lista de compuestos identificados en Punica granatum L9,

Cafeina

Cloruro de N-(2°, 5°-
dihidroxifenil) piridio
Pelletierina

Cianidina y sus glucosidos
Delfinidina y sus glucésidos
(Epi) alzelchin-delfinidin-3-O-
hexosido

Pelargonidina y sus glucdsidos
Vitisina A

Acido elagico

Alcaloides

Antocianinas/antocianidinas

ABEIEEEBY CEVERE Glucésidos de acido elagico y

derivados
Acido araquidico, acido
docosadienoico, acido
eicosapentaenoico, acido erucico,
acido gondoico, acido linoleico,
acido linolelaidico, acido
linolénico, acido miristico, acido
margarico, acido nervonico, acido
oleico, &cido palmitico, acido
palmitoleico, acido punico, acido
esteérico, acido cis-vaccénico
Apigenina y sus glucosidos
Catequina
Epicatechina
Flavan-3-ol
Galocatequina
Kaempferol
Flavonoides y derivados Glucosidos de kaempferol
Luteolina
Miricetina y sus glucésidos
Floretina
Quercetina y derivados
Rutina
Taxifolina y sus glucosidos
Isolariciresinol, matairesinol,
Lignanos medioresinol, pinoresinol,
secoisolariciresinol, siringaresinol
Acido citrico, 4cido fumarico,
acido lactico, acido mélico, acido
Acidos organicos metilmaldnico, acido oxalico,
acido succinico, cido tartérico
Acido quinico

Acidos grasos
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Piel
Hoja
Piel, tallo

Jugo, semilla, piel
Jugo, piel

Semilla

Jugo, piel

Jugo

Jugo, piel, semilla,
flor

Jugo, piel

Semilla

Hojas, semilla
Jugo, semilla, piel
Jugo, piel

Jugo, piel

Piel

Piel

Jugo, semilla, piel
Piel, fruto, semilla
Jugo, semilla
Piel, semilla, jugo
Jugo, semilla, piel
Jugo, piel

Piel, semilla, jugo

Fruto, semilla

Jugo

Jugo, piel




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

= k- CATOLICA
TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA
Acido urénico Piel
Acido benzoico Piel
Acido cafeico y sus hexdsidos Jugo, piel
Acido cindmico Jugo

Coniferil 9-O-[B-d-apiofuranosil

Otros compuestos fenolicos (1—6)]-0-B-d-glucopirandsido Semilla
Acido galico Jugo, semilla, piel
Acido p-cumarico Jugo, piel, semilla
Acido salicilico Piel
Acido vanilico jugo
Procianidina B2 y B3
Proantocianidinas Arabinosa, xilosa, galactosa, Piel
glucosa, manosa, rhamnosa
. Glucosa, fructosa, maltosa,
Azucares Jugo
sacarosa
Acetato de B-sitosterilo Piel
Esteroles Campesterol, daucosterol, .
) : Semilla
estigmasterol, B-sitosterol
Acido 3,3'-Di-O-metilelagico Semilla
Acido 3,3 ,4'-Tri-O- metilelagico
Galato de epicatechina, acido .
¥ Piel
flavogalonico
Taninos Acido galégico Piel, jugo
Granatina A/B Piel
Punicacorteina A, B, Cy D Piel, tallo
Punicalagina Jugo, piel, hoja
Punicalina a y 8 Piel, jugo, hoja
Eugenol Jugo
Cicloartenol, escualeno Semilla
Terpenos y terpenoides Camfor Piel, cascara
Acido maslinico, &cido oleandlico  Flor, semilla
Acido ursolico Semilla, flor
Vitaminas Vitamina C Jugo
Xantonoides Mangiferina Piel, cascara

1.5. Propiedades Farmacologicas
El jugo, las semillas y la cascara son fuente de muchos nutrientes, pero el fruto
entero también se puede utilizar para varios fines medicinales. Los tipos de
granadas dulces suelen ser ligeramente laxantes, mientras que los tipos menos

dulces son buenos en la inflamacion del estémago y el dolor de corazon®Y,

La granada es una fuente importante de propiedades bioactivas y se ha demostrado
que posee actividad antioxidante, antibacteriana — antimicrobiana,

antiinflamatoria, usos en Diabetes, enfermedad cardiaca y cancer; por este motivo
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la investigacion cientifica se ha centrado en estas propiedades como beneficios

terapéuticos, algunos de éstos son:

e El jugo fermentado de granada tiene actividad antioxidante. Los polifenoles
presentan mayor actividad debido a la descomposicion de los complejos de
azucares flavonoides durante la fermentacion dando lugar a una alta
concentracion de polifenoles libres.

e Las flores de granada y semillas pueden reducir el azlcar en la sangre y los
lipidos.

e Los flavonoides y taninos del jugo no fermentado pueden prevenir el
crecimiento de células cancerosas.

e La céscara de la fruta ha mostrado actividad estrogénica, se unen algunos
metabolitos con los receptores de estrogenos como los flavonoides
estrogénicos, incluidos kaempferol, quercetina, naringenina, luteolina,
caumestrol y estrogeno débil 17-a-estradiol, por lo que inhibe la actividad

estrogénica de 17-B-estradiol®?.

2. Diabetes Mellitus

2.1. Definicion
La Diabetes Mellitus se describe como un trastorno crénico metabolico
endocrinolégico caracterizado por episodios de hiperglicemia debido a las
alteraciones 0 anormalidades en el metabolismo (anabolismo y catabolismo) de
carbohidratos, lipidos y proteinas, su base es la insuficiente secrecién de insulina

0 escasa movilizacion de glucosa por la generacion de resistencia a la insulina®®,

Varios procesos patogénicos, factores genéticos y ambientales estan involucrados
en el desarrollo de la Diabetes, enfermedad en la que se evidencia la alteracién de
los valores normales de glucosa sérica que oscilan entre 70 — 110 mg/dL. Estos
van desde la destruccion autoinmune de las células  del pancreas con la
consiguiente deficiencia de insulina hasta anormalidades que resultan en
resistencia a la accion de la insulina que clinicamente se manifiesta en

hiperglicemia. El deterioro de la secrecion de insulina y los defectos en la accion
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de esta hormona con frecuencia coexisten en el mismo paciente y a menudo no

esté claro qué anormalidad es la causa principal de la hiperglicemia®#1%),

La hiperglicemia en pacientes con todas las formas de Diabetes esta asociada con
dafo a largo plazo, disfuncién y falla en varios 6rganos y sistemas del organismo,
especialmente en los ojos (retinopatia), rifiones (nefropatia), nervios, corazon

(cardiopatia) y vasos sanguineos (enfermedad vascular y cerebrovascular)®?,

2.2. Clasificacion
La clasificacion de la Diabetes Mellitus se basa en su etiologia y presentacion
clinica. Hay cuatro tipos o clases: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1), Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM2), Diabetes Gestacional y otros tipos especificos.

2.2.1. Diabetes Mellitus Tipo 1
Se debe a la destruccion de las células B pancreaticas, que generalmente
conduce a una deficiencia absoluta de insulina®, actualmente se subdivide

en dos tipos:

a) Diabetes Autoinmune:

Esta forma de Diabetes representa solo del 5 al 10% de las personas
con la enfermedad. Mediada por los linfocitos T activados que resulta
en la destruccion las células B del pancreas. Los marcadores de la
destruccion inmune de estas células B incluyen autoanticuerpos de las
células de los islotes de Langerhans, GAD (GADG65) y anticuerpos
contra insulina 1A-2 e 1A-2B. Generalmente mas de uno de estos
anticuerpos estan presentes en el 85-90% de las personas cuando se
detecta inicialmente la hiperglicemia en ayunas. La destruccién
autoinmune de las células B tiene multiples predisposiciones genéticas
asociadas al genotipo HLA.

En esta forma de Diabetes, la tasa de destruccion de las células B es
bastante variable, rapida en algunos individuos (principalmente bebés
y nifios) y lenta en otros (adultos). Estos pacientes también son
propensos a otros trastornos autoinmunes como la enfermedad de
Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, enfermedad

celiaca, hepatitis autoinmune, miastenia grave, anemia perniciosa®®.
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b) Diabetes Idiopatica:

Algunas formas de DM1 no tienen etiologias conocidas. Algunos de
estos pacientes tienen insulinopenia permanente y son propensos a la
cetoacidosis, pero no tienen evidencia de autoinmunidad. Los casos
que se presentan son de ascendencia africana o asiatica. Las personas
con esta forma de Diabetes sufren de cetoacidosis episddica y exhiben
diversos grados de deficiencia de insulina en diferentes momentos.
Esta forma de Diabetes es fuertemente heredada, carece de evidencia
inmunologica para la autoinmunidad de células B pancreaticas y no

est4 asociada con HLA®4),

2.2.2. Diabetes Mellitus Tipo 2
Es debido a la resistencia a la insulina o una deficiencia relativa y
progresiva de la insulina (en lugar de absoluta). Representa entre el 90 y
el 95% de las personas, conocida también como “Diabetes no insulino-
dependiente” 0 “Diabetes de inicio en adultos”. Aungue no se conocen las
etiologias especificas, no se produce la destruccion autoinmune de las

células B del pancreas™*®),

La mayoria de los pacientes con esta forma de Diabetes son obesos, y la
obesidad en si misma causa cierto grado de resistencia a la insulina. La
cetoacidosis rara vez ocurre espontaneamente. Esta forma de Diabetes con
frecuencia no se diagnostica durante muchos afos porque la hiperglicemia
se desarrolla gradualmente y, en etapas mas tempranas, a menudo no es lo
suficientemente grave como para que el paciente note alguno de los
sintomas clasicos de la Diabetes. Sin embargo, estos pacientes tienen un
mayor riesgo de desarrollar complicaciones micro y macrovasculares. La
secrecion de insulina es defectuosa en estos pacientes e insuficiente para
compensar la resistencia a esta hormona. La resistencia a la insulina puede
mejorar con la reduccion de peso y/o el tratamiento farmacoldgico de la
hiperglicemia, pero rara vez se restablece a la normalidad. El riesgo de
desarrollar esta forma de Diabetes aumenta con la edad, la obesidad y la
falta de actividad fisica. A menudo se asocia con una fuerte predisposicion
genética, mas que la forma autoinmune de la DM1®®. Se han podido

identificar hasta 28 genes asociados con DM2 que, sin embargo, s6lo
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explican un 10% de la susceptibilidad genética para presentar la
enfermedad, uno de los hallazgos méas importantes que implican la
enfermedad fue el Pro12Ala del gen del PPARG que codifica un receptor
nuclear PPAR, y se expresa de modo preferente en el tejido adiposo, donde
regula la transcripcion de genes implicados en la adipogénesis, alli es
donde se da la relacion de la DM2 con la obesidad y sindrome

metabdlico6).

2.2.3. Diabetes Mellitus Gestacional
Es el tipo de Diabetes diagnosticado en el segundo o tercer trimestre del
embarazo, su etiologia se desconoce®”). Se define como la intolerancia a
la glucosa que se reconoce por primera vez durante el embarazo. En la
mayoria de las mujeres que desarrollan DMG, el trastorno comienza en el
tercer trimestre del embarazo. La Diabetes gestacional complica alrededor
del 8-9% de todos los embarazos, aunque las tasas pueden duplicarse en
poblaciones con alto riesgo de DM2. La deteccion clinica es importante,

ya que la terapia reduciréa la morbilidad y mortalidad perinatal ®®.

2.2.4. Otros tipos especificos
Son debidos a otras causas, por ejemplo, sindromes de Diabetes
monogénica (como Diabetes neonatal y MODY definida como Diabetes
de inicio en la madurez de los jévenes), enfermedades del pancreas
exocrino (como la fibrosis quistica) y farmacos o sustancias quimicas.
Diabetes inducida (como en el tratamiento del VIH / SIDA o después del

trasplante de 6rganos)™.
Algunas otras causas se pueden considerar:

e Defectos genéticos de la funcidn de las células beta del pancreas.
o Defectos genéticos de la accion de la insulina.

e Endocrinopatias.

e Infecciones.

e Formas infrecuentes de Diabetes autoinmune (9,
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2.3. Sintomas

La Diabetes Mellitus presenta sintomas caracteristicos como:

e Poliuria

e Polidipsia

e Polifagia

e Vision borrosa

e Pérdida o ganancia de peso
e Fatiga — falta de energia

e Irritabilidad

e Infecciones

e Aftasy cistitis

Un estadio severo de Diabetes Mellitus conlleva al deterioro del organismo y la
susceptibilidad a ciertas infecciones. Las consecuencias agudas y potencialmente
mortales de la Diabetes no controlada son la hiperglicemia con cetoacidosis o el

sindrome hiperosmolar no cetético®®.

2.4. Diagnostico
El diagndstico de la Diabetes Mellitus se debera realizar en cualquiera de las

siguientes situaciones”:

e Presencia de sintomatologia convencional: poliuria, polidipsia, polifagia,
vision borrosa y ademds debera presentar como glicemia basal (ayunas)
mayor a 120 mg/dL y glicemia elevada en cualquier momento del dia sin
relacion con el tiempo transcurrido desde la Gltima comida, mayor o igual a
200 mg/dL.

e Glicemia mayor o igual a 200 mg/dL dos horas después de una carga de 75 g
de glucosa durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO).

a) Prueba de tolerancia oral a la glucosa.

Determinacion de la glicemia basal en ayunas y a las 2 horas post carga de

75 g de glucosa disueltos en 250 mL de agua fria. Para los nifios la dosis es
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de 1,75 g de glucosa/kg de peso y como dosis maxima 75g*4. Los resultados

de la prueba de tolerancia oral de glucosa se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa

Tolerancia normal a la

< 140 mg/dL |
Glicemia 2 horas post carga glucosa
140 — 199 mg/dL Intolerancia a la glucosa
> 200 mg/dL Diabetes Mellitus

Condiciones para efectuar la prueba:

- Alimentacion previa sin restricciones y actividad fisica habitual, al
menos tres dias previos al examen.

- Suspender la administracion de farmacos hipoglicemiantes (tratamiento)
cinco dias antes de la prueba.

- Permanecer en reposo y sin fumar antes del examen.

- No realizar la prueba en pacientes con cuadro febril, infecciones o que
no cumplan con los criterios diagnésticos de la Diabetes en glicemia en
ayunas (> 120 mg/dL)"¥.

b) Glucosa post-prandial en plasma/suero venoso.
La glucosa post-prandial se define como los niveles de glucosa en sangre a
las 2 horas de la ingesta de un alimento®.

c) Hemoglobina glucosilada (HbA1c).
Es una prueba para el control y seguimiento del tratamiento de la Diabetes.
Se debe tener en cuenta que la prueba se altera en aquellas condiciones que
disminuya la vida media del eritrocito (hemolisis, uremia, embarazo), anemia
ferropénica, portadores de hemoglobinopatias congénitas y aquellos que
hayan recibido transfusiones recientes 9.

d) Orinacompleta.
Evalua la presencia de glucosuria, cuerpos cetonicos, albuminuria
(proteinuria) y leucocituria 9.
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2.5. Factores de Riesgo

Existen algunos factores que predisponen a las personas a padecer Diabetes, los

cuales son:

e Sobrepeso u obesidad (peso 20% mayor que el peso ideal; indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 27 kg/m?).

e Antecedentes familiares de Diabetes (parientes de primer grado).

e Procedencia afroamericana, nativa de Alaska, indigena estadounidense,
estadounidense de origen asiatico, hispana/latina, nativa de Hawai, o de las
Islas del Pacifico.

e Hipertension arterial.

e Dislipidemia: bajo nivel de HDL-colesterol < 35 mg/dL o un nivel alto de
triglicéridos > 250 mg/dL.

e Antecedentes de Diabetes gestacional o parto macrosémico (> 4.5 kg).

e Actividad fisica deficiente.

e Antecedentes de enfermedades cardiacas o accidentes cardiovasculares.

e Sindrome de ovario poliquistico.

e Edad, persona mayor de 45 afios de edad®V,

Toda persona que presente 0 no estos factores de riesgo deben hacerse un test de
nivel de glucosa en sangre al menos cada tres afios 0 empezar desde una edad mas
temprana para prevenir o tratar la hiperglicemia a tiempo y evitar las

complicaciones futuras de la enfermedad®@?.

2.6. Complicaciones
La Diabetes estd asociada con una serie de complicaciones. Las complicaciones

metabdlicas agudas asociadas con la mortalidad incluyen cetoacidosis diabética

por concentraciones de cuerpos ceténicos en sangre excepcionalmente altas y

coma diabético como resultado de niveles extremadamente altos o bajos de

glucosa en sangre. Otra complicacion importante es la disfuncién inmune, se

desarrolla a partir de los efectos directos de la hiperglicemia en la inmunidad
celular, pacientes diabéticos son mas susceptibles a infecciones bacterianas y

fangicas®?9,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Otras de las complicaciones mas preocupantes son las vasculares que se dan a
largo plazo. Estas complicaciones son muy variadas y se deben al menos en parte
a la elevacion cronica de los niveles de glucosa en sangre, lo que conduce a dafios
en los vasos sanguineos (angiopatia). Las complicaciones resultantes se agrupan
en "enfermedad microvascular” (debido al dafio a los vasos sanguineos pequefos)

y "enfermedad macrovascular" (debido al dafio a las arterias) 4.
Los mecanismos por los cuales se desarrolla la enfermedad vascular incluyen:

e Glicosilacion de proteinas séricas y tisulares con formacion de productos
finales de glicacion avanzada.

e Produccién de superoxido.

e Activacion de la proteina quinasa C, una molécula de sefializacion que
aumenta la permeabilidad vascular y causa disfuncién endotelial.

e Vias biosintéticas aceleradas de hexosamina y poliol que conducen a la
absorcion de sorbitol dentro de los tejidos.

e Hipertension y dislipidemias que acompafian a la Diabetes Mellitus.

e Microtrombosis arterial.

e Efectos proinflamatorios y protromboéticos de la hiperglicemia y la

hiperinsulinemia que deterioran la autorregulacion vascular 3,

Las complicaciones microvasculares subyacen en tres manifestaciones comunes

y devastadoras de la Diabetes Mellitus ?4):

e Enfermedad ocular o "retinopatia".
e Enfermedad renal denominada "nefropatia”.

e Dafio neuronal o "neuropatia”.

La enfermedad microvascular también puede afectar la cicatrizacion de la piel, de
modo que roturas menores en la se pueden convertir en Ulceras mas profundas y
facilmente lograrian infectarse, particularmente en las extremidades inferiores. El
control intensivo de la glucosa en plasma puede prevenir o retrasar muchas de

estas complicaciones, pero puede no revertirlas una vez establecidas .

Las principales complicaciones macrovasculares implican aterosclerosis de

grandes vasos sanguineos, lo que conduce a:
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e Angina de pecho e infarto al miocardio.
e Ataques isquémicos transitorios y accidentes cerebrovasculares.

e Enfermedad arterial periférica.

Otras complicaciones cronicas de la Diabetes incluyen depresion, demencia y

disfuncion sexual @4,

2.7. Tratamiento

2.7.1. Tratamiento No Farmacoldgico
Estudios realizados demuestran que las intervenciones en el estilo de vida,
incluyendo la dieta y la actividad fisica, conducen a una reduccion del 63%

en la incidencia de la Diabetes en personas de alto riego.
Dieta

Es la base fundamental complementaria al tratamiento. Tiene un efecto
positivo en la salud a largo plazo y la calidad de vida. El plan alimenticio
debe establecerse de manera personalizada de acuerdo al estilo de vida del
paciente y los objetivos del tratamiento con la finalidad de mantener un
mejor control metabdlico mediante un equilibrio entre la ingesta de

alimentos, actividad fisica y la medicacion para evitar complicaciones®),

Los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, en su mayoria presentan
sobrepeso u obesidad, por lo cual una disminucion en el peso corporal

ayuda a mejorar la glicemia, presion arterial y el perfil lipidico.

Ejercicio fisico

La practica de ejercicio fisico adecuado ayuda a conseguir un mejor
control metabolico a largo plazo mientras que va disminuyendo las
concentraciones basales y post-prandiales de la glucosa; aumenta la

sensibilidad a la insulina, permite reducir el peso, disminuye los factores
de riesgo cardiovascular al mejorar el perfil lipidico y presion arterial @),

2.7.2. Tratamiento Farmacoldgico
El tratamiento farmacoldgico esta dado por el uso de antidiabéticos orales
para la DM2 y de insulina en el caso de DM1.
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a) Sulfonilureas:

Son drogas que estimulan la secrecion de insulina,
independientemente del nivel de glucosa sanguinea, mediante las
células del pancreas provocando un bloqueo de los canales de potasio
dependientes de ATP donde causa desplazamiento de los granulos
secretores de la hormona a la superficie celular con expulsion de
insulina al exterior por exocitosis por lo cual, se puede presentar
hipoglicemia como efecto adverso méas importante. También
estimulan la liberaciébn de somatostatinas, puede disminuir el
glucagon, suprimir la gluconeogénesis hepéatica y aumentar la
lipogénesis (?26:27),
Se dividen en dos generaciones de farmacos:
e Primera generacion:

- Tolbutamida

- Acetohexamida

- Tolazaida

- Clorpropamida
e Segunda generacion

- Glibenclamida

- Glipizida

- Glicazida

- Glimepirida

b) Biguanidas:
Son compuestos que tienen 2 moléculas de guanidina, las drogas
representativas de esta clase son: buformina, fenformina y
metformina. Estos farmacos a nivel de la mitocondria activan el
complejo enzimatico proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
que inhibe la gluconeogénesis, estimula la captacion de glucosa,
aumentan la sensibilidad a la insulina en el tejido periférico,
principalmente en el misculo estimulando la sintesis de glucdgeno, a
nivel gastrointestinal reduce la absorcion de glucosa. Ademas, se ha
visto que los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 aumentan

su concentracion en varios tejidos. Presenta también efectos
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favorables sobre los lipidos con reduccidon de los triglicéridos, LDL,
VLDL y colesterol total.

N NH
HaC” 2

NH NH

Figura N° 2. Estructura quimica de Metformina

Los efectos colaterales mas comunes de la metformina son anorexia,
nauseas, vomito, malestar abdominal y diarrea. Este farmaco es el méas
usado por tener menos riesgo de asociarse a acidosis lactica, siendo

este el efecto colateral mas serio del grupo de las biguanidas 729,

c) Tiazolidinedionas o Glitazonas:

Estas se unen al receptor PPARY v afecta los factores de transcripcion
influyen en la expresion de genes responsables para la produccion de
proteinas determinantes en el metabolismo de carbohidratos y
lipoproteinas, esto lleva a un aumento de la GLUT1 y GLUT4
promoviendo la captacion de glucosa en el musculo esquelético, tejido
adiposo y en el higado; de modo que reducen la resistencia a la
insulina preferentemente en tejidos periféricos, graso y muscular,
aungue también hepético, inhibiendo la gluconeogénesis hepética.
Las tiazolidinedionas presentan un costo mas elevado que otros
agentes utilizados para el tratamiento de la DM2. Los efectos
secundarios mas comunes incluyen sinusitis, faringitis e infeccion de
tracto respiratorio.

Dentro de los farmacos representativos estan la pioglitazona y

rosiglitazona ":2®),

d) Inhibidores de las a-glucosidasas:
Bloquean las enzimas a-glucosidasas, inhibiendo el desdoblamiento
de los disacaridos en monosacaridos teniendo como consecuencia la
disminucion de la absorcion de carbohidratos evitando la

hiperglicemia post-prandial.
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Los farmacos representantes de este grupo son: acarbosa, miglitol y
vogliobose; los dos primeros se encuentran disponibles en el mercado.
Los efectos colaterales mas frecuentes son flatulencia, dolor
abdominal, diarrea; por lo que se recomienda iniciar con dosis bajas e
incrementarlas paulatinamente hasta llegar a la dosis requerida.
También las elevadas dosis de estos compuestos elevan los niveles de
aminotransferasas, pero la funcion hepética retorna a lo normal

cuando se suspende la administracion(”28:20),

e) Insulina:

La insulina es necesaria para el metabolismo normal de carbohidratos,
proteinas y lipidos. Medicamente es utilizada para el control del
metabolismo de la glucosa sanguinea, es el tratamiento primario en
todos los pacientes con DM1, en el caso de la DM2 la indicacion para
la terapia con insulina exdgena debe incluir enfermedad o cirugia
aguda, embarazo, toxicidad de glucosa, contraindicacion o fracaso a
los antidiabéticos orales. Se caracteriza por actuar de forma réapida
durante un periodo corto®?,

La insulinoterapia debe iniciarse en los siguientes casos:

e Todo paciente con DM2 que presente hiperglicemia con valores
entre 280 — 300 mg/dL, cetonuria o cetonemia.

e Pacientes sintomaticos con DM2 con hiperglicemia en ayunas
entre 280 — 300 mg/dL. Después de 6-8 semanas se evaluard el
cambio a un antidiabético oral, o bien continuar con insulina.

e Mujeres con Diabetes gestacional quienes no se han controlado,
s6lo con dieta®.

En ambos tipos de Diabetes Mellitus considerando el control 6ptimo
de la glicemia pre y post prandial, la insulinoterapia tiene como
objetivo G0

e Normalizar la glucosa en ayunas.
e Normalizar la glicemia post-prandial.

e Minimizar el riesgo de hipoglicemia.
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e Reducir el riesgo de las complicaciones que presenta la
enfermedad.

e Mantener los niveles de HbAlc entre 6-7%.

e Los niveles de glicemia en ayunas deben estar entre 70 — 120
mg/dL.

e El nivel de glicemia post-prandial debe ser menor de 160 mg/dL.

Otros farmacos para el tratamiento de Diabetes son los inhibidores de la
dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4l) retrasando la inactivacion y degradacion
de GLP-1, las meglitinidas que se unen a ATP dependiente de K,
mecanismo similar de las sulfonilureas ocasionando una despolarizacién
que abre los canales de Ca2+, el aumento de calcio intracelular produce la
migracion de los granulos secretores de insulina a la membrana celular
donde excreta esta hormona por exocitosis. Por otro lado, los inhibidores
del cotransportador 2 de sodio y glucosa (SGLT2-1) o glifozinas

facilitan la excrecion de glucosa en orina evitando su reabsorcion G,

3. Pancreas
El péancreas es un drgano del aparato digestivo y del sistema endocrino en los
vertebrados, localizado en la concavidad del duodeno, al que estd unido por tejido
conectivo y se extiende hasta el hilio del bazo. Este érgano se origina a partir de dos
invaginaciones del tubo digestivo, tiene forma alargada y se divide en varias partes
(Figura N° 3). Mide entre 15 a 20 cm de largo, 4 a 5 cm de grosor, con un peso que
oscila entre 70 y 150 gramos. El pancreas se divide en una parte endocrina y otra

exocrina®%33),

| @\' Conducto pancreético

Vesicula biliar Lébulos

Conducto biliar comun

Conducto pancreatico accesorio

Papila duodenal

Duodeno

Figura N° 3. Partes del Pancreas.
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3.1. Pancreas Exocrino
Constituida por numerosas porciones secretoras en forma de tubulos y acinos que
desembocan en conductos excretores ramificados (conductos Wirsung Yy
Santorini)®. Esta porcion es formada por células acinares y células

centroacinares o ductales unidas por tejido conectivo con vasos sanguineos,

linfaticos y terminaciones nerviosas (Figura N° 4). La secrecion excretada por el
»3(35)

pancreas exocrino se le conoce como “jugo pancreatico

Conducto

excretor
Células
centroacinares

Células
acinares

Figura N° 4. Celulas constituyentes del Pancreas Exocrino®).

3.1.1. C¢élulas acinares
Sintetizan y liberan enzimas digestivas como tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasas, nucleasas, amilasas y lipasas; responsables de la

digestion de los macronutrientes: carbohidratos, proteinas y lipidos®.

3.1.2. Células centrocinares
Sintetizan y liberan una solucién buffer rica en bicarbonato, cuya funcion

es neutralizar el pH acido del contenido duodenal 4.

3.2. Pancreas Endocrino
La parte endocrina del pancreas se encuentra de forma dispersa entre la parte
exocrina rodeada por ductos y acinos. Las células endocrinas se agrupan
formando los denominados islotes pancreaticos o de Langerhans, cada islote
posee una red capilar y esta encapsulado por colageno. El pancreas adulto
contiene aproximadamente un millon de islotes, su didmetro es de 150 um, se
distribuyen por todo el pancreas, sin embargo, son mas numerosos hacia la cola.

Ademas, constituyen entre 5 a 20% de la masa celular pancreética.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ; UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

En los islotes pancreaticos se diferencian 5 tipos de células principales®>36)
(Figura N° 5):

e Células Beta (B)
e (¢lulas Alfa (o)
e Células Delta (d)
e Células PP

e Células Epsilon ()

splenic artery

® o-cell (glucagon)
. B-cell (insulin)

A 5-pancreas (somatostatin)

# PP-cells (pancreatic polypeptide)

acinar cells (acini)

secrete digestive enzymas @ c-cells (ghrelin)

Figura N° 5. Fisiologia del pancreas e Histologia del pancreas endocrino®).

3.2.1. Células Beta (B)
Son células que producen y liberan insulina y amilina en relacion 100:1,
hormonas que regulan el nivel de glucosa en la sangre, facilitando el uso
de la glucosa por parte de las células y retirando el exceso de esta que se
almacena en el higado en forma de glucdgeno, producen ademas
tirotropina (TRH), constituyen alrededor del 60 a 70% de las células de

los islotes pancreaticos®?.
Insulina

Es una proteina con dos cadenas peptidicas Ay B de 21 y 30 aminoacidos
respectivamente, unidas por puentes disulfuro que provienen de los grupos
de cisteina de ambas cadenas®®. La estructura se muestra en la Figura N°
6.
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Figura N° 6. Estructura de la Insulina®®).

e Sintesis y secrecion:
En las células diana como higado, musculo y tejido adiposo se
inicia la transduccion de sefiales para la produccidn de insulina. La
“preproinsulina” se sintetiza en el ribosoma del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), codificada por el gen INS,
localizado en el cromosoma 11p15.5 , esta primera forma de
insulina se rompe para dar una cadena mas corta con dos enlaces
intracatenarios mediante puentes disulfuro, esta molécula se
denomina “proinsulina” que es almacenada en los granulos de
secrecion y mediante la separacion de una parte de la cadena que
se denomina péptido C se convierte en “insulina”.
La insulina es secretada mediante exocitosis en respuesta a un
incremento de glucosa en sangre, se secreta a la vena porta hepética
alcanzando el higado directamente. Sin embargo, también ocurre
una liberacion sostenida y lenta independiente de la cantidad de
glucosa sanguinea. Su vida media es de 10 minutos
aproximadamente (8.3,

e Mecanismo de accion
El receptor de la insulina es una proteina tetramérica compuesta de
2 subunidades a y 2 subunidades B situado en la membrana celular
del tejido hepético, muscular y adiposo.
Las subunidades B son las que poseen funcion catalitica y las
subunidades a tienen funcion regulatoria sobre las B al mantenerlas
inhibidas. Al unirse la insulina, las subunidades o pierden su
funcidn inhibitoria y las subunidades B ejercen su accion catalitica

tirosin-cinasa donde ambas subunidades se transfosforilanen 6 0 7
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residuos de tirosina dandose asi el efecto bioldgico de la insulina.
La regulacion negativa sobre la respuesta bioldgica a la insulina se
da por la fosforilacion de serina y treonina de las subunidades p©.

Este mecanismo biol6gico se muestra en la Figura N° 7.
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Figura N° 7. Mecanismo de accion de la Insulina®?,

e Efectos:

- Enel higado:
Estimula el almacenamiento de glucosa por medio de la
sintesis de glucégeno. Ademas, induce la sintesis de
triglicéridos y VLDL.
Inhibe la glucogendlisis y la cetogénesis.

- Enlos musculos:
Incrementa la sintesis de glucogeno al aumentar la captacion
de glucosa en el musculo esquelético. También estimula la
sintesis de proteinas al aumentar el transporte de aminoéacidos.

- Enel tejido adiposo:
Favorece la sintesis de triglicéridos estimulando la produccion
de acetil-CoA (al acelerar la glucolisis) y también estimula la
sintesis de acidos grasos (componentes de los triacilgliceroles)
a partir de la acetil-CoA. Aumenta el transporte de glucosa®®®,

3.2.2. Células Alfa (o)
Representan entre 10 y 20% de células del islote y se distribuyen de forma
periférica. Estas células sintetizan y liberan glucagon de sus granulos
secretores. El glucagon aumenta el nivel de glucosa sanguinea al estimular
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la formacion de este carbohidrato a partir del glucogeno almacenado en
hepatocitos. También tiene efecto en el metabolismo de las proteinas y

grasas. La liberacion del glucagon es inhibida por la hiperglicemia©®),

Glucagoén

Hormona peptidica lineal que contiene 29 aminoacidos con un peso
molecular de 3485 dalton, es sintetizado por las células alfa en los islotes
de Langerhans (Figura N° 8)¢7).

. 1

Figura N° 8. Estructura del Glucagén.

e Sintesis y secrecion:

El glucagon es producto de la maduracion de ARN de un precursor
inicial denominado “preproglucagén”, este se origina del gen GCG
localizado en el cromosoma 2. Cuando ocurre la transduccion de
ARN se origina el “proglucagén” (forma inactiva del glucagon)
que se procesa por medio de una ruptura proteolitica dando lugar
al glucagon y péptidos bioldégicamente inactivos. ElI gen del
proglucagdn es expresado también en el intestino delgado por las
celulas L, donde la protedlisis forma péptidos similares al glucagon
llamados también “enteroglucagén”, tales como GLP-1, GLP-2 'y
la oxintomodulina.

El glucagon es secretado por las células alfa del pancreas y el
principal estimulo para su liberacion son los niveles bajos de
glucosa en la sangre, aunque también es debido al aumento de
concentraciones de aminoacidos. Esta secrecion estd modulada por
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los péptidos intestinales GLP-1 que la inhibe y la oxintomodulina

y GIP que la aumenta®®4),

e Efectos:
El glucagon ejerce su accion principalmente sobre el higado y
tejido adiposo:
- Efecto hiperglicemiante debido a que estimula la
glucogendlisis e inhibe la glucogenogenesis y glucolisis.
- En el higado estimula la captacién de aminoécidos para
aumentar la produccion de glucosa.
- Induce la gluconeogénesis y a consecuencia da lugar a su
efecto cetogénico permitiendo la oxidacion de acidos grasos.
Ademas, ejerce también efecto sobre musculo liso induciendo

relajacion intestinal aguda®?).

3.2.3. Células Delta (8)
Constituyen alrededor de 5 a 10% de las células de los islotes. Poseen
granulos secretores mas grandes que liberan somatostatina (SS),
neurohormona peptidica y neurotransmisora, que regula de forma negativa
la produccién y liberacion de la insulina por las células B3, asi como la
produccion y liberacion de glucagon por las células alfa. La regulacion
mutua de la actividad secretora de las células o, B y & se le conoce como

regulacion paracrina®®.
Somatostatina

Es un péptido de 14 y 28 aminoacidos que posee estructura ciclica por una
unién intramolecular de puentes disulfuro entre residuos de cisteina®®
(Figura N° 9).

e Sintesis y secrecion:
Hormona sintetizada por neuronas hipotalamicas, células delta del
pancreas y células endocrinas de la mucosa gastrointestinal. Su
precursor inicial es la “preprosomatostatina” que se transforma en

“prosomatostatina” dentro el aparato de Golgi, luego esta
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prohormona es dividida generando como productos finales
somatostatina 14 (SS-14) y somatostatina 28 (SS-28), hormonas

bioldgicamente activas“?).

SOMATOSTATINA 28 s

@ o) @) ) (-
OIOIOIOICICICOM

®-@

®

SOMATOSTATINA 14

i

SO0 ®

Figura N° 9. Estructura de SS-14 y 5S-28(6),

La secrecion de SS estd regulada por niveles altos de glucosa,
aminoacidos, glucagén, é&cidos grasos libres y hormonas
gastrointestinales como secretina, gastrina®®).

e Efectos:
Inhibe la secrecion de glucagon, insulina 'y polipéptido pancreatico
en el pancreas, por medio de la regulacion paracrina.
Disminuye la secrecion de enzimas digestivas y buffer bicarbonato

a nivel del pancreas exocrino®?,

3.2.4. C¢élulas Polipéptido Pancreatico (PP o F)
Se encuentran en la periferia del islote. Producen y liberan el polipéptido
pancreatico que controla y regula la secrecion exocrina del pancreas,
ademas reduce el vaciamiento gastrico y la actividad motora del intestino

por accion en el receptor PPYR1¢6),

3.2.5. Células Epsilon (¢)
Produce y libera grelina, hormona que induce la sensacion de hambre,
modula la relajacion receptiva de las fibras musculares lisas externas del
tracto gastrointestinal. La hormona que se produce por estas células es

liberada al torrente sanguineo y transportadas al higado y estomago®®).
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4. Radicales Libres y Estrés Oxidativo
Los radicales libres dentro de un sistema bioldgico son importantes para la funcién
celular, la defensa y la supervivencia de los seres vivos. Sin embargo, un exceso de
estos conlleva al desarrollo de Estrés Oxidativo, fendbmeno comun que esta asociado
con el desarrollo de enfermedades cronicas metabolicas - degenerativas y le atribuye un
papel crucial tanto en el inicio como en la progresion de la Diabetes y complicaciones

asociadas®4),

4.1. Radicales Libres
Se denominan radicales libres a aquellas moléculas que poseen un electron
desapareado en su orbital mas externo. Su inestabilidad les confiere una capacidad
de reaccion muy elevada, por lo que son capaces de actuar en los sistemas
bioldgicos produciendo cambios en la composicion quimica o en la estructura de

los elementos celulares que los hace incompatibles con la vida®.

)

X

e

STABLE MOLECULE FREE RADICAL
MISSING ELECTRON

Figura N° 10. Estructura de una molécula estable y un radical libre.

Estos radicales libres reaccionan con especies quimicamente estables tomando un
electrén de estas moléculas para aparear el suyo resultando la génesis de otro
radical, esta reaccion se da en cadena por el tiempo corto de vida media de los
radicales libres que se conoce como “formacion en cascada”, se pueden generar a
nivel intracelular y extracelular®®. Dentro de las principales sustancias
prooxidantes se conocen: Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), de nitrégeno
(RNS), de hierro (RIS), de cobre (RCS) y cloro (RCIS); sin embargo, los
derivados de la molécula del oxigeno (O2) son los que tienen mayor importancia
en la patologia humana (Tabla N° 4). En cantidades moderadas, las ROS estan
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involucradas en una serie de procesos fisiologicos que producen las respuestas
celulares deseadas participando en la fagocitosis, sintesis de colageno y
prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis
de catecolaminas, favorecen la quimiotaxis, entre otros. Sin embargo, grandes
cantidades de ROS en un sistema bioldgico pueden conducir al dafio celular de

lipidos, membranas, proteinas y ADN®7:48),

Tabla 4. Ejemplos de Radicales Libres®®),

02" Superoxido Enzimas
H202 Peroxido de hidrogeno A_C|dos grasos
insaturados
OH Hidroxilo Todas las moléculas
: ; Acidos grasos
A insaturados
. : : Acidos grasos
RO R-oxilo (alcoxilo) insaturados
. — . Acidos grasos
ROO R-dioxilo (peroxilo) insaturados
. : o Acidos grasos
ROOH Hidroperdxido insaturados
o Singlete de oxigeno Diferentes moléculas
NO Nitroxilo Diferentes moléculas
ONOO Peroxinitrato ADN

4.2. Estrés Oxidativo
Se describe como un desequilibrio entre el balance de sustancias prooxidantes y
los mecanismos antioxidantes de las células y los tejidos, es el resultado de la
produccion excesiva de radicales libres oxidativos y ROS asociadas, 0 una
disminucion en las defensas antioxidantes enddgenas, o ambas. El resultado de
este desequilibrio es la modificacion de la estructura y funcién en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado, lo que conduce a una disfuncion
celular ocasionando metabolismo energético alterado, sefializacion celular
alterada, mecanismos de transporte celular deteriorados y actividad bioldgica
disfuncional general, activacion inmunoldgica e inflamacion; promoviendo dafio

potencial en el organismo(14546),
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El dafo celular producido por estas sustancias prooxidantes afecta a diferentes

macromoléculas:

e Lipidos:
Se conoce como peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion a la degradacion
oxidativa de los lipidos donde se ven afectadas las estructuras que poseen
abundantes acidos grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la
membrana produciendo edema y muerte celular®),

e Proteinas:
Los radicales libres ocasionan la oxidacion de aminoécidos como
fenilalanina, tirosina, histidina, metionina, prolina, arginina, lisina y
cisteina; como consecuencia se produce la conversion de un aminoacido por
otro o forman grupos carbonilo lo que da lugar al envejecimiento celular®,

e Acido desoxirribonucleico (ADN):
Las mutaciones son fendmenos provocados por accion de los radicales
libres que conllevan a la pérdida de la expresion o sintesis de proteinas por
dafio a un gen especifico, modificacion oxidativa de las bases nitrogenadas,
deleciones y fragmentaciones. El dafio ocasionado puede inactivar también
algunos genes supresores de tumores conduciendo a la iniciacion,

progresion, o ambas de la carcinogénesis®®).

Ha sido comprobado que el estrés oxidativo se relaciona con la mayoria de
enfermedades crénicas tales como cancer, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas, Diabetes, enfermedades inflamatorias y
urolitiasis, ya sea como causa primaria o factor asociado en el progreso de la

enfermedad ©.

4.3. Antioxidantes
Un antioxidante es definido como un captador de radicales libres, tiene la
capacidad de donar electrones para neutralizar estas sustancias previniendo o
retardando la oxidacion de otras moléculas, generalmente sustratos bioldgicos
como lipidos, proteinas o acidos nucleicos; actian como scavengers con el

objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante>59,
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Segun su naturaleza, los antioxidantes se clasifican en dos grupos®:

4.3.1. Antioxidantes enzimaticos
Son enzimas capaces de eliminar o neutralizar especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno, consideradas como la primera linea de defensa del
organismo frente a los radicales libres. Dentro de ellas encontramos la
catalasa, superoxido dismutasa (SOD) y el sistema glutation®?,

e Catalasa:
Se encuentra en elevada concentracion en higado y rifién, posee
funcién catalitica y peroxidativa formando parte del sistema
antioxidante CAT/SOD que actta frente a alta concentraciones de
peroxido de hidrogeno (H202)“®.

e Superoxido dismutasa (SOD):
Su distribucion en el organismo es amplia. Se encuentra formada por
enzimas metaloides: Cu-SOD, Zn-SOD, Mn-SOD y Fe-SOD que
contienen cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn) y hierro (Fe) en su
sitio activo. Estas enzimas acttan dismutando el oxigeno para formar
H>O2 con la finalidad de proteger al organismo contra el anién
superoxido (027)“9),

e Sistema Glutation:
Incluye glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GRD),
glutation transferasa (GST) y glutation (GSH). Principal antioxidante
celular que reacciona con las ROS. La GPx degrada los peréxidos en
el sistema nervioso y cataliza la descomposicion de H2O2 y peroxidos
organicos, la GRD cataliza la reduccion del glutation oxidado
manteniendo el nivel de GSH en la célula y la GST conjuga el GSH
en varios compuestos organicos, estos tienen la finalidad de reducir
hidroper6xidos®?).

4.3.2. Antioxidantes no enzimaticos
Son la segunda linea de defensa del organismo. Impiden la formacion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno eliminando el inicio y

propagacion de la cascada de reacciones que generan radicales libres®?.
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e Enddgenos:
Dentro de ellos se encuentran glutation, NADPH, &cido Urico, acido
dihidrolipoico, melatonina, Co-enzima Q (ubiquinol), tocoferoles,
acido ascorbico, carotenos, alblimina, ceruloplasminay acidos grasos;
son biosintetizados por el organismo humano, pero también estan
contenidos dentro de la dieta®?.
e EXxogenos:
Son moléculas que provienen de la dieta capaces de reaccionar con
los radicales libres previniendo los efectos adversos de las especies
reactivas. Se clasifican esencialmente en®®):
- Vitaminas antioxidantes: acido ascorbico (vitamina C), alfa
tocoferol (vitamina E) y beta caroteno (pro-vitamina A)
- Carotenoides: luteina, zeaxantina, licopeno.
- Polifenoles: flavonoides, antocianinas, taninos, lignanos,
cumarinas, quinonas.
- Glucosinolatos como los isotiocianatos y compuestos organicos

azufrados.

4.3.3. Vitamina E
Se denomina vitamina E a un grupo de ocho estereoisémeros liposolubles:
alfa (), beta (), gamma (y) y delta (8) tocoferol y sus correspondientes
tocotrienoles. Todos estos compuestos tienen un anillo aromatico
“cromano” con un grupo hidroxilo y una cadena poliprenoide (Figura N°
11), si esta cadena es saturada, los isdbmeros son tocoferoles, y si es

insaturada se denomina tocotrienoles®?.

* a-tocoferol — R?, R%, R3 = CH,4
* B-tocoferol — R, R®=CH; /R?2=H
* y-tocoferol — R, R2=CH,/R®*=H

» &-tocoferol — R, R%, R3=H

Figura N° 11. Estructura quimica de la Vitamina E.
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Dentro de estos compuestos de la Vitamina E, la forma con mayor
actividad bioldgica es el a-tocoferol y constituye el estandar de
comparacion con el resto de antioxidantes liposolubles. Es el principal
antioxidante de las membranas celulares, su actividad se debe al poder
reductor del grupo hidroxilo (-OH) de su anillo cromano impidiendo que
los radicales peroxilo (ROO") y alcoxilo (RO), principales causantes de la
peroxidacion lipidica, oxiden sustancias organicas evitando la formacion
en cascada de radicales libres. Para ambos radicales al reaccionar con la
vitamina E hacen que esta se convierta en radical tocoferilo (Vitamina E -
0O’) y luego pase a su forma reducida de la vitamina E (Vitamina E - OH)
por mecanismos regeneradores manteniendo el equilibrio redox. La
funcion in vivo de la vitamina E estd dada sobre orgéanulos y tejidos que
contienen abundantes acidos grasos poliinsaturados en su estructura, con

la finalidad de evitar su degradacion oxidativa®334.

La vitamina E se encuentra naturalmente presente en los aceites vegetales
siendo esta su principal fuente, frutos secos como mani, avellanas,
almendras, girasol; hortalizas de hojas verdes, ciertos cereales y productos
fortificados con esta vitamina. La cantidad recomendada de consumo para
un adulto es de 15 mg o 22.4 Ul por kilogramo de peso, la fuente puede

provenir de alimentos o de suplementos que contienen vitamina E©®.

En los tltimos afios se ha investigado que la vitamina E previene y/o puede
ser usada como tratamiento para enfermedades neurodegenerativas,
anemia, angina de pecho, asma, aterosclerosis, cancer, Diabetes,
enfermedad renal, enfermedad hepatica, dislipidemias, artrosis y artritis; y

para sus complicaciones asociadas®®).

4.4. Estrés oxidativo en el desarrollo de Diabetes
Las células beta son susceptibles a EO por la baja expresién de antioxidantes
intracelulares comparado con las células de otros tejidos del organismo. Frente a
condiciones de EO, el dafio celular afecta la funcion de las células pancreéticas
debido al deterioro en la expresion de enzimas antioxidantes por lo que las vuelve
mas sensibles al ataque de ROS y RNS. Las ROS y RNS son productos del
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metabolismo celular, reconocidas por su doble papel como especies beneficiosas
y nocivas. Por ejemplo, ROS como H202 y O2"y RNS como NO-, intervienen en
el proceso de transduccion de sefiales en las células beta del pancreas y regulan la
secrecién de insulina estimulada por la presencia de glucosa; sin embargo, una
excesiva sintesis de estos radicales libres promueve disfuncién mitocondrial y
metabolica teniendo como principal consecuencia la reduccion de la secrecion de
insulina y su sefializacion en tejidos diana. Ademas, ocurre disfuncion de las
células beta e intolerancia a la glucosa que puede conducir finalmente al estado

de enfermedad diabétical4494%),

Existe una creciente evidencia de que el exceso de generacién de ROS y RNS en
gran parte es debido a la hiperglicemia que causa estrés oxidativo en una variedad
de tejidos lo cual se encuentra estrechamente asociado con la inflamacién crénica
de estos, cumpliendo un rol importante en las complicaciones asociadas a la
enfermedad. Mdltiples vias de sefializacion contribuyen al desarrollo de efectos
adversos generados por la glucotoxicidad®”.

4.4.1. Estrés oxidativo en Diabetes Mellitus Tipo 1
Células del sistema inmunoldgico como linfocitos, macrofagos vy
neutrofilos; por medio de la respuesta inflamatoria con la produccion de
ROS y RNS eliminan los agentes patdgenos. En la DM1 por influencia de
los factores ambientales, la dieta y un desequilibrio en el sistema
oxidante/antioxidante ocasiona respuestas inmunitarias inapropiadas de
los linfocitos autorreactivos a antigenos desencadenando un ataque
autoinmune a las células B pancreaticas. Este ataque inicia y contribuye
con la progresion de la enfermedad. La inflamacidn causada en las células
beta se asocia con niveles elevados de citoquinas proinflamatorias como
interleucina (IL) 1P, IL-6, IL-10, IL-17, Factor de Necrosis Tumoral
(TNF-a) y el Interferon gamma (IFNy) que se unen con sus receptores de
membrana activando las vias de sefializacion intracelular. Estudios han
demostrado que IL-1pB sola o asociada a TNF-a e IFNy, son potentes
supresores de la secrecion de insulina y promueven la disfuncién y muerte
celular de las células beta, de esta manera se activan diferentes vias de
sefializacion, como por ejemplo el Factor Nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFxB), generando
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nuevamente la formacion de ROS, RNS y citoquinas que contribuyen a un
mayor estrés oxidativo el cual de nuevo induce inflamacion y muerte

celular; mecanismo que se produce de forma ciclica 59,

4.4.2. Estrés oxidativo en Diabetes Mellitus Tipo 2
Como ya se conoce la DM2 es una enfermedad metabdlica caracterizada
por hiperglicemia cronica secundaria a la resistencia a la insulina. Esto
representa una disminucion en la respuesta de los tejidos a la accion de la

insulina, principalmente en el tejido muscular, hepatico y adiposo.

Existen fallas en la regulacion del metabolismo, lo que causa una
exposicion cronica de las células beta al aumento de la glucosa, acidos
grasos libres (FFA) y citoquinas como la IL-1B, esto resulta en estrés
oxidativo o induccion de estrés del RE en las células del pancreas, donde
el aumento de la produccion de ROS altera el equilibrio
oxidante/antioxidante haciendo que se produzca la oxidacion de proteinas,
carbohidratos y lipidos; teniendo como resultado una condicion pro-
oxidativa, esta es la que desencadenara el inicio de la enfermedad
conduciendo a la activacion de vias de sefializacion de la muerte celular
en donde se tiene como resultado la reduccion eventual de la masa de las

células B del pancreas.

Con la disminucion de las células beta y a consecuencia la resistencia a la
insulina, la generacion de hiperglicemia hace que se potencie el estrés
oxidativo en las células pancreéticas, esto es conocido como mecanismo
de glucotoxicidad. La produccion excesiva de radicales libres por la
cadena mitocondrial reduce la actividad de la enzima Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GADPH), al inhibir su actividad hay un aumento
en las concentraciones de glucosa en sangre, origina una reaccién en
cadena en la que se reduce la concentracion de NADPH y esto conduce a
una reduccion de los mecanismos antioxidantes.

Varios estudios han demostrado que, en presencia de hiperglicemia, los
acidos grasos libres pueden provocar la muerte de las células f
pancreaticas a través de la apoptosis. La elevada concentracion de FFA en

el pancreas aumentan la secrecion de insulina, pero esto ocurre con niveles
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elevados de glucosa durante un tiempo prolongado lo que ocasiona
disfuncion celular, teniendo como consecuencia la inhibicion de la
secrecion de insulina, inhibicion de los genes de diferenciacion celular de
las células pancreéticas y activacion de la apoptosis, todo este proceso se

denomina lipotoxicidad ©%6063),

4.4.3. Vitamina E y Diabetes
Se conoce que el estrés oxidativo contribuye a la progresion de la Diabetes
Mellitus causando dafio a érganos y tejidos, dentro de los que podemos
incluir pancreas, cerebro, 0jos, nervios periféricos y rifiones. Se sabe
también que la vitamina E, en especial el a y y tocoferol, son las sustancias

liposolubles que poseen gran actividad antioxidante.

Estudios han confirmado que existe relacion entre el bajo nivel de
vitamina E y el mayor riesgo de padecer Diabetes Mellitus. El a-tocoferol
puede ser utilizado como protector frente a la enfermedad. Analisis
indicaron que a dosis altas de vitamina E, mayor a 400 Ul por dia,
suplementada por largos periodos, alrededor de 12 semanas, redujeron
significantemente el nivel de HbAlc y la concentracion de insulina en
ayunas, sugiriendo que la vitamina E podria posiblemente mejorar la
accion de la insulina y eliminacion de glucosa en individuos con Diabetes
Mellitus. Otros estudios indican que la suplementacion con vitamina E
reduce significativamente el riesgo de eventos cardiovasculares como

infarto al miocardio, derrames cerebrales y muerte por estas causas®*®?,
La proteccién que ejerce la vitamina E contra el estrés oxidativo:

e Concentraciones intracelulares de ROS
El tratamiento con vitamina E se usa principalmente para la inhibicion
de la oxidacion de LDL en la aterosclerosis y para la reduccién de
radicales superoxido O2- en el higado (dosis dependiente). Ademas,
reduce las concentraciones de glucosa, insulina y peréxido H202en el
plasma a largo plazo®®?.

e Peroxidacion lipidica
Dado que la vitamina E se encuentra en la membrana celular su

funcion principal es reducir la peroxidacion lipidica. Se observo en un
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modelo animal que las células endoteliales bajo condiciones de
hiperglicemia presentaban mayor cantidad de F.-isoprostanos y
malondialdehido (MDA), marcadores de esta afeccion. En ratas
diabéticas inducida por estreptozotocina (STZ) al ser tratadas con
vitamina E presentaron una reduccién significativa de F2-isoprotanos
en plasma y orina, ademas de disminuir las LDL y VLDL. Se llegé a
la conclusion que la vitamina E no solo reduce el estrés oxidativo y el
dafio que este puede ocasionar, sino también previene los efectos
bioldgicos nocivos causados por los productos de peroxidacion
lipidica(646%),

e Oxidacién de proteinas
Bajo condiciones de EO, las proteinas sufren alteracion de su
estructura y como consecuencia afecta su funcion. El uso de
antioxidantes como vitamina E disminuye los niveles de proteinas
oxidadas, esto se mide por cuantificacion del contenido de carbonilo
en las proteinas con 2,4-dinitrofenilhidrazina; al parecer esta vitamina
ayuda a reducir el contenido de carbonilo dando como resultado una
disminucion de microangiopatia desarrollada a consecuencia de
DML1. En la DM2 puede inhibir la glicacién de la hemoglobina por
inhibicion de la formacion de MDA®45),

e Daiio al ADN
La Diabetes Mellitus estd muy relacionado al riesgo de desarrollar
diversos tipos de cancer ya que el aumento del estrés oxidativo causa
oxidacion del ADN principalmente en los tejidos mitoticos,
ocasionando de esta forma mutaciones en los genes, como producto
de la oxidacion se obtiene 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG),
biomarcador de oxidacion de ADN y de posible desarrollo de
carcinogénesis. La oxidacion del ADN in vivo puede proporcionar
evidencia de que la vitamina E reduce potencialmente la mutacion en
los tejidos por una disminucion de 8-OH-dG en pacientes que padecen
DM1 o DM2®7),

Existen evidencias de que la vitamina E ademé&s de ser un antioxidante

primario de la membrana celular, influye también en el sistema de defensa
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antioxidante enddgeno que esta regulado por el Factor Nuclear Eritroide 2
— relacionado con el factor 2 (Nrf2) activandolo. La via Nrf2 se activa
como respuesta antioxidante frente a niveles elevados el RL, tiene efecto
protector frente a diversas enfermedades dentro de ellas la Diabetes
Mellitus, la induccién de esta via impide la proliferacion en cascada de
ROS sobre las células endoteliales y en el pancreas incrementa las enzimas
antioxidantes, en ambos casos evita que haya produccion de citoquinas y
chemoquinas inducidas por NO- y H202. También la activacion de Nrf2
hace que la insulina proteja a las células endoteliales del cerebro humano
frente a la hiperglicemia. La activacion de esta via por la vitamina E podria
estar dada por un mecanismo indirecto de proteccién contra el estrés
oxidativo producido por los niveles elevados de glucosa, donde
favoreceria la disminucidn de la degradacion de proteinas y confiriéndole
mayor estabilidad al ARNm estimulando la transcripcion de este para
codificar enzimas antioxidantes como GPx y SOD; es por ello que se ha
demostrado la influencia de esta vitamina sobre el sistema de defensa
antioxidante endogeno. Ademas, actia como ligando sobre PPARyps,
aumentando la captacion de glucosa por las células musculares, adipocitos
y hepatocitos disminuyendo la hiperglicemia. Sin embargo, esta via
también ejerce proteccion sobre las células beta mediante la inhibicion de
NFkB y TNFa disminuyendo su inflamacion. Estos mecanismos le
confieren a la vitamina E efectos protectores frente a la Diabetes y sus

complicaciones®869.70.71),

5. Diabetes Experimental

El uso de agentes quimicos para producir DB permite realizar estudios detallados de los
eventos bioquimicos y morfolégicos que ocurren durante y después de la induccion de
un estado diabético en animales de experimentacion.

Existen varias clases de agentes quimicos:

e Los primeros son sustancias con citotoxicidad especifica que destruyen a las
células B del pancreas y causan un estado de deficiencia primaria de insulina como

la estreptozotocina o aloxano.
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e El segundo grupo lo constituyen agentes que actuan sobre las células beta, pero
no las destruyen. Este es el caso de asociacion de nicotinamida con STZ o
aloxano.

e Una tercera clase incrementa los requerimientos enddgenos de insulina, debilitan
al pancreas y como consecuencia se produce la Diabetes. Este ultimo grupo

incluye a las hormonas antagonistas de la insulina y anticuerpos anti-insulinal?.

5.1. Estreptozotocina (STZ)
5.1.1. Definicion

Es una sustancia selectiva de las células beta, que en ciertas especies de
animales causa Diabetes Mellitus, es usado también como agente
antineoplasico por su accion citotoxica sobre las células beta del pancreas.
Se fija a la membrana celular de las células B causando deficiencia de
insulina, hiperglicemia, polidipsiay poliuria como sintomas principales de

la enfermedad(®,

La sensibilidad de la STZ para inducir DB varia segun la cepa, sexo, edad,
estado nutricional y especie del animal; asi como también influye la dosis

y la via de administracion para el tipo de DB que se desea inducir(®,

5.1.2. Origen y caracteristicas fisicoquimicas

Llamado estreptozotocina, es un antibiético producido por Streptomyces
achromogenes. Tiene como nombre quimico N-(metil-nitrosocarbamoil)-
a-D-glucosamina, formula CsHisN3O7 y peso molecular de 265.22
g/molT. Su estructura quimica se muestra en la Figura N° 12. La
presentacion es en forma de polvo cristalino, soluble en alcohol, cloruro
de sodio y medianamente soluble en agua. El contacto de la sustancia
disuelta con la luz hace que se degrade y pierda efectividad(®).

Figura N° 12. Estructura quimica de la Estreptozotocina
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5.1.3. Mecanismo de accion
La STZ ingresa por medio del transportador de glucosa (GLUT2) a las
celulas beta del pancreas. Su accion intracelular induce cambios en el
ADN de estas células provocando su fragmentacion, siendo el principal
mecanismo la alquilacién de ADN, este esta relacionado con el resto de
nitrosolrea de la STZ. Sin embargo, este compuesto luego de ser
metabolizado dentro de la célula, con ayuda de la NO sintasa dona NO:
que ingresa a la mitocondria donde inhibe el ciclo de Krebs ocasionando
la desfosforilacion de ATP, a consecuencia hay un aumento de xantina
oxidasa (XOD), enzima que cataliza la reaccion que da lugar a la
formacion del anion Oz, H20: y radicales OH-. La accion sinérgica de NO
y ROS forman también peroxinitrato ONOO: altamente toxico, todos estos

radicales libres contribuyen a la fragmentacion de ADN (7,

El dafio ocasionado al ADN activa la poli ADP-ribosilacion causando una
disminucion de los niveles del dinucledtido de nicotinamida y adenina
(NAD) y de ATP al disminuir tanto su sintesis como incrementar su
hidrolisis, causando dafio en los islotes de Langerhans con posterior
inhibicion de la sintesis y secrecion de insulina. Este dafio no puede ser
reparado fisiolégicamente llevando a cabo la destruccion de estas células.
Por lo tanto, se afirma que la activacion de la poli ADP-ribosilacion por
las especies reactivas formadas de nitrégeno y oxigeno es el principal

mecanismo de diabetogenicidad de la STZ#87®),
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Figura N° 13. Mecanismo de accién de Estreptozotocina
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de la investigacion
Esta investigacion fue realizada en el Bioterio de la Universidad Catolica de Santa
Maria; la actividad antioxidante, la obtencion de extractos y las pruebas cromatograficas
en los laboratorios H-203 (Farmacotecnia), H-102 (Farmacognosia) y H-202
(Laboratorio de Investigacion “Proyecto Mercurio”), Laboratorios de la Facultad de
Ciencias Farmaceéuticas Bioguimicas y Biotecnoldgicas entre los meses de Setiembre —
Diciembre del 2019.

2. Materiales

2.1. Material Vegetal

e Semillas de Punica granatum L. “Granada”, procedentes del “Mercado

Central”, Provincia Cusco, Cusco — Per.

2.2. Material Biologico

e Ratas machos Wistar, con un peso entre 220 — 305 g de 4 meses de edad,

procedentes del Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.3. Equipos de Laboratorio
e Balanza analitica dual Sartorius.
e Balanza para pesar ratas.
e Cabina para UV 254/366 nm Camag.
e Cocina eléctrica.
e Cromatdgrafo en fase gaseosa acoplado a espectrofotémetro de masas
GCMS-QP2010 SE Shimadzu
e Equipo de extraccion Soxhlet.
e Equipo de Rotavapor Scilogex RE100-Pro.
e Espectrofotometro Cary 60 UV-Vis.
e Estufa Memmert.

e Glucdémetro Accu-Check® Performa Nano.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

e Licuadora.

e Tiras reactivas Accu-Check® Performa Nano.

2.4. Materiales de Laboratorio
e Baguetas
e Beakers de 50 mL, 100 mL y 250 mL
e Capilares
e Cuba cromatografica
e Espatula
e Fiolasde5mLy50 mL
e Fiolasde 5 mL, 10 mL y 25 mL ambar
e Gradilla para tubos de ensayo
e Llaves para soporte universal
e Matraces Erlenmeyer 250 mL
e Micropipeta de 200 pL y de 1000 pL (Eppendorf)
e Mortero de porcelana
e Pinzas
e Pipetasde2mL,5mLy 10 mL
e Pizetas
e Probeta de 100 mL
e Propipeta
e Soporte universal
e Tips azules (1000 pL) y amarillos (250 pL)
e Tubos de ensayo
e Tubos Eppendorf 1.5 mL

2.5. Material Anexo
e Agujas N° 18
e Algodon
e Barbijos
o Cluter
e Frascos de vidrio

e Frascos de plastico
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e Frascos ambar

e Guantes de nitrilo
e Hilo

e Jaulas metalicas

e Jeringas1mL,3mL,5mLy 10 mL
e Marcador indeleble
e Ollas de metal

e Papel aluminio

e Papel filtro

e Regla

e Sonda orogastrica

e Sprayador

2.6. Tratamientos y Farmacos
e Extractos de hojas de Punica granatum L. “Granada” (etanol, acetato de
etilo y hexano)
e DL-a- tocoferol acetato Q.P. (Merck)

e Aceite vegetal

2.7. Reactivos de Laboratorio
e 2-aminoetil difenil borinato Q.P. (Sigma)
e Acetato de Etilo Q.P. (Merck)
e Acetona P.A. (Merck)
e Acido acético glacial P.A. (Merck)
e Acido férmico P.A. (Merck)
e Acido sulfarico concentrado P.A. (Merck)
e Agua destilada
e Anhidrido acético
e Cloroformo P.A. (Merck)
e Cloruro de aluminio 1%
e Cloruro férrico 3%
e Dietilamina Q.P. (Sigma)
e Dietiléter P.A. (Merck)
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e DPPH, free radical P.A. (Calbiochem)
e Estreptozotocina Q.P. (Merck Millipore)
e Etanol 96° Q.P. (J.T. Baker)

e Etanol absoluto P.A. (J.T. Baker)

e Formol 10%

e Hexano P.A. (J.T. Baker)

e Metanol Q.P. (Merck)

e Nitrato de bismuto P.A. (Merck)

e Polietilenglicol — 4000 Q.P. (Himedia)
e Reactivo de Dragendorff

o Silica gel 60 F264 (Merck)

e Tolueno P.A. (Merck Millipore)

e Trolox P.A. (Calbiochem)

e Yoduro de potasio P.A. (Merck)

3. Métodos
3.1. Tratamiento del Material Vegetal

3.1.1. Recoleccion, Seleccion y Obtencion de la Muestra
El fruto de la especie botanica Punica granatum L. “Granada” fueron
recolectados en la provincia de Cusco en el “Mercado Central”,
trasladados a la ciudad de Arequipa para su identificacién taxonémica en
el Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin. (Anexo N° 1).

Una vez identificado taxondmicamente el fruto de Punica granatum L.
“Granada” se procedio a escoger los frutos en mejor estado, descartando
aquellos que estaban demasiado inmaduros o maduro, contaminados con

material extrafio o malogrados.

Se procedio cortar el fruto y extraer las semillas contenidas en la pulpa
mediante el licuado en baja velocidad, se col6 la mezcla obtenida para
eliminar la pulpa y el jugo, el procedimiento se repitio por 3 veces con el

fin de asegurar que solo se obtengan las semillas enteras que
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posteriormente fueron lavadas con agua destilada. El procedimiento se

muestra en la Figura N° 14y 15.

Figura N° 15. Semillas extraidas de Punica granatum L. "Granada".

3.1.2. Meétodo de Estabilizacion - Desecacion
Obtenida la unidad vegetal, para evitar la degradacion de las sustancias
activas de Punica granatum L. “Granada” se dejo secar las semillas por 3

dias a temperatura ambiente manteniéndose en completa oscuridad

(Figura N° 16).

Figura N° 16. Semillas de Granada secadas a temperatura ambiente.
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3.1.3. Método de Trituracion
La trituracion se realizé en una licuadora, hasta la obtencion de un polvo
con un grado de trituracién moderado, evitando llegar al estado de pasta o
mantequilla dado por el alto contenido de &cidos grasos en las semillas.

Figura N° 17. Semilla de Granada triturada.

3.2. Obtencion del Extracto de Punica granatum L. “Granada” con
Diferentes Solventes

3.2.1. Método de Extraccion Continua: Equipo de Soxhlet
e Fundamento:

La extraccion Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continda siendo)
el método estdndar de extraccion exhaustiva y por agotamiento de
sustancias bioactivas de muestras sélidas mas utilizado desde el siglo
pasado, y actualmente, es el principal método de referencia con el que
se comparan otros métodos de extraccion?.

En esta técnica, la extraccion de muestra solido — liquido; la muestra
solida es finamente pulverizada y se coloca en un cartucho de material
poroso que se sitlia en la cAmara del extractor Soxhlet. Se agrega el
solvente en un baldn, este alcanza su temperatura de ebullicion
Ilegando al condensador de reflujo, el solvente condensado cae gota a
gota sobre el cartucho que contiene la muestra sélida extrayendo los
analitos solubles. Una vez que el nivel del condensado en la camara
extractora alcanza la parte superior del sifén lateral, el solvente con
los analitos disueltos asciende por el sifon y retorna al matraz de
ebullicidn. Este proceso se repite hasta que se completa la extraccién
de los analitos de la muestra y se concentran en el solvente €,
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Figura N° 18. Equipo de Extraccion por Soxhlet("?,

e Procedimiento:

Se pes6 10 gramos de las semillas pulverizadas de Granada y se
empaquetdé en un cartucho de papel filtro, posteriormente este
cartucho fue colocado en el Soxhlet. En el balon de afiadieron 150 ml
de solvente (etanol, acetato de etilo y hexano), se armo el equipo de
Soxhlet sobre bafio Maria regulando la temperatura para cada solvente
y se realizo la extraccion en 5 ciclos. El solvente con las sustancias
bioactivas se almacen6 en un frasco ambar hermético para evitar la
contaminacion y alteracion por la luz.

Se utilizé el equipo de rotavapor para evaporar el solvente etandlico
a condiciones de temperatura de 45°C y vacio, para los solventes
acetato de etilo y hexano se utilizé un equipo de destilacion al vacio

en bafio Maria regulando la temperatura.

3.2.2. Obtencidn del extracto seco: Evaporacion del solvente
Para evaporar el solvente, el “extracto etandlico” fue llevado al equipo de

rotavapor. Se utiliz6 una temperatura de 45°C y formacion de vacio por
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medio de la bomba para tratar de evaporar por completo el solvente hasta

llegar a un volumen reducido. El proceso se observa en la Figura N° 20.

Vo
LT
o |

L

Figura N° 19. Equipo de Rotavapor.

De forma diferente, el solvente de los extractos de “acetato de etilo” y
“hexano” fue evaporado utilizando un equipo de destilacion (Figura N°
20) con formacion de vacio. Para el “extracto de acetato de etilo” se utiliz6
una temperatura de 45°C y para el “extracto de hexano” la temperatura
usada fue 38°C.

Figura N° 20. Equipo de destilacién.

Para ambos casos de evaporacion del solvente, rotavapor y equipo de
destilacidn, se tuvo cuidado en que la muestra llegue a ebullicién.
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3.3. Rendimiento de los Extractos

3.3.1. Método Gravimétrico
e Fundamento:
Se basa en la determinacion de la diferencia del peso al evaporar todo

el solvente del extracto obtenido. Se calcula con la siguiente formula:

Peso del Extracto Seco

% de Rendimiento = x 100
/o de Rendimiento Peso de la Muestra Seca

e Procedimiento:
El baldn que se utilizé para la evaporar el solvente del extracto se pesé
previamente. Luego de la evaporacion del solvente, se volvié a pesar
el baldn con el extracto libre de solvente obtenido y por diferencia de
peso se obtiene la cantidad de extracto puro. Teniendo el peso de la
muestra seca y del extracto puro se calcul6 el porcentaje de

rendimiento.

3.4. Analisis Fitoquimico
Las plantas producen un amplio espectro de metabolitos secundarios, los cuales
participan en sus mecanismos de defensa contra la depredacion por
microorganismos, insectos y herbivoros. Estos metabolitos son compuestos que
no se asocian directamente a los procesos de crecimiento y desarrollo, si no que
les confieren a las plantas propiedades biologicas. El estudio de estas propiedades
ha sido el punto de partida para la busqueda de nuevos farmacos, antibioticos,
insecticidas y herbicidas. El tipo de compuestos con actividad biologica
detectados en plantas puede verse afectado por varios factores, entre ellos, la
técnica usada para obtener el extracto y el tipo de solvente empleado para la
reconstitucion del mismo. Existe una diversidad de técnicas que se usan para
elucidar la naturaleza quimica de estos metabolitos, que van desde los llamados
andlisis de screening (anélisis preliminar) o andlisis fitoquimico, hasta los més

avanzados, que utilizan equipos muy especificos®).
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3.4.1. Cromatografia en Capa Fina (CCF)
e Fundamento
Es un método fisico que separa diversos componentes quimicos de
una muestra determinada. Para el caso del extracto de hojas, tallos,
raiz, flores, semillas o fruto; separa los metabolitos secundarios de
estas. Emplea una fase movil que es liquida y la fase estacionaria es
una capa delgada de material que es por lo general Silica gel. Esta
capa de material se conoce como adsorbente. La fase mavil se conoce
como el solvente y transporta los solutos a través de la fase
estacionaria. Las sustancias que presentan mayor afinidad por la fase
estacionaria se mueven mas lentamente porque pasan mas tiempo en
el adsorbente, y las que tienen mayor afinidad por la fase movil
migran con mayor velocidad a través del adsorbente. Por lo tanto, los
compuestos con diferentes polaridades pueden separarse entre si por
la interaccion diversa de los solutos con el adsorbente y la fase

movil©2,

e Adsorbentes
Para la eleccion de un adsorbente se debe tomar en cuenta el tamafio
de particula, la polaridad, debe ser inerte para evitar la
descomposicion de los componentes de las muestras. Los adsorbentes
Silica gel (SiO2) y alimina (Al2O3) son los mas utilizados por

presentar caracter polar®®.

e Sistema de eleccion de eluyente
La eleccion del eluyente depende de la polaridad que presente el/los
componentes que se desean separar, se puede utilizar un solvente
unico o una mezcla de varios solventes de diferente polaridad pero
que sean miscibles entre si®,
Principales eluyentes més utilizados en orden creciente de polaridad:
- n-Hexano
- Tetracloruro de carbono

- Benceno
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- Eter dietilico

- Diclorometano
- Cloroformo

- 2-Propanol

- Acetato de etilo
- Metanol

- Acetona

- Etanol

- Acido acético

- Agua

e Factor de Referencia (Rf)
Es el valor numérico que permite la identificacion de sustancias.
Considera la distancia recorrida en un cromatograma con un método

cromatografico dado.

Distancia recorrida por la muestra

Distancia recorrida por el solvente

3.4.2. Método Cromatografico
e Procesamiento de muestras
De los extractos puros obtenidos por cada tipo de disolvente se
diluyeron 1:50. Con una micropipeta se tomd 100 uL de muestra 'y se
diluy6 hasta 5 mL de solvente, cada extracto utilizé el mismo solvente

en el que fue extraido respectivamente (Tabla 5).

Figura N° 21. Muestras diluidas 1:50 para CCF.
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Tabla 5. Cantidades de muestra y solvente para la dilucion 1:50.

100 uL extracto puro de etanol Etanol csp. 5 mL
100 uL extracto puro de acetato de etilo | Acetato de etilo csp. 5 mL
100 pL extracto puro de hexano Hexano csp. 5 mL

e Fase estacionaria
El adsorbente utilizado fueron placas de Silica gel 60 Fzs4, Se cortd
cuidadosamente cada placa en dimensiones de 10 cm por 4 cm,
dejando 1 cm de distancia en el extremo inferior trazandose una linea
donde va la muestra sembrada. Con los capilares de punta fina se
procede a sembrar en banda aplicando 10 siembras por cada tipo de
extracto. Entre cada extracto sembrado se dejé una separacion de 0.5
cm con la finalidad de evitar la mezcla de estos, se dejo secar la placa
a temperatura ambiente para luego ser colocada en la cuba

cromatografica con la fase mavil correspondiente.

e Fase movil
La eleccion de la fase mdvil estuvo determinada por el tipo de
metabolito a identificar. Const6 de una mezcla de solventes de
diferente polaridad y en distintas proporciones. Las diversas fases
moviles utilizadas para determinar los grupos metabolitos secundarios

en las muestras, se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Fases méviles empleadas para identificacion de metabolitos®).

Corrida general Tolueno : Acetato de etilo 93:7
Flavonoides Clorqfo_rmol: Agetona: 75:16.5:85
Acido formico
Taninos Metanol : Agua 70:30
] Tolueno : Acetato de etilo : AL
Alcaloides Dietilamina 70:20:10
Tolueno : Cloroformo : A
Esteroles y terpenos Etanol 40:40:10

e Desarrollo cromatografico
Se colocd la placa con las muestras sembradas en la cuba
cromatografica que previamente debe contener la fase movil
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correspondiente para la separacion de cada clase de metabolito. Se
espero la elucion de la fase mavil a través de la Silica gel hasta que
llegue a una altura de aproximadamente 1 cm antes de llegar al
extremo superior, se retir6 la placa y se traz6 una linea para marcar el
ascenso de la fase maévil (Figura N° 22). Se dejo secar a temperatura
ambiente para posteriormente pueda ser observada en la lampara UV
y afadirle los reactivos reveladores que identificaran la clase de

componentes que contienen las muestras.

Figura N° 22. Elucion de la fase mévil en CCF.

e Reactivos reveladores:

- Aminoetil difenil borinato 1% + Polietilenglicol-4000 5%

Composicion:
o Aminoetil difenil borinato 1%

Aminoetil difenil borinato............ 1g
Metanol CSp.......covviiiiiinn. 100 mL
o Polietilenglicol-4000 5%
Polietilenglicol-4000.................. 5¢g
Etanol csp.....covviiiiii 100 mL

Procedimiento:

o Primero pulverizar la placa con la solucion de aminoetil

difenil borinato, dejar secar y luego pulverizar con la
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solucién de polietilenglicol-4000 para intensificar la
emision de fluorescencia a 365 nm en la lampara de UV.
Deteccion:
o Flavonoides como flavonoles y flavonas, emiten

fluorescencia amarillo, verde, anaranjado y celeste.

- Cloruro férrico 1%

Composicion:
Cloruro férrico...........cooeeevnene. lg
RO P ... ... 100 mL

Procedimiento:

o Se pulveriza la placa con la solucion preparada y dejar
secar.
Deteccidn:

o Taninos dan coloraciéon azul o morado.

- Reactivo de Dragendorff

Composicion:
o Solucién A

Nitrato de bismuto................ 0.85 mg

Acido acético glacial............. 10 mL

Agua destilada csp................ 50 mL
o Solucion B

Yoduro de potasio................. 50

Agua destilada csp................ 30 mL

Procedimiento:

o Mezclar ambas soluciones, Ay B, en proporcion 1:1, tomar
1 mL de lamezcla, afiadir 2 mL de &cido acético glacial con
10 mL de agua. Pulverizar sobre la placa sembrada y dejar
secar.
Deteccion:
o Alcaloides dan coloracién rojo o anaranjado.
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- Reactivo de Liebermann-Burchard

Composicion:
Anhidrido acético................ 5mL
Acido sulfrico cc................... 5mL
Etanol absoluto................... 50 mL

Procedimiento:

o Mantener la solucién en hielo y pulverizar sobre la placa,
Ilevar a estufa a 110°C por un periodo de 5 a 10 minutos.

Deteccion:

o Esteroides y triterpenos, generando manchas color violeta,

lila, cremay rojo.

3.5. Determinacion del contenido de Acidos Grasos
3.5.1. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-
MS)
e Fundamento

- Cromatografia de gases

Método usado para la separacion de componentes de una
muestra donde estos deben ser volatiles o semivolatiles
térmicamente estables a temperaturas entre 350 — 400°C.

Al inyectarse la muestra, esta pasa por la fase mévil que por lo
general es un gas inerte, comunmente se usa helio (He). En esta
fase, los componentes de la muestra pasan por la columna que
se encuentra dentro de un horno programado a cierta
temperatura y presion. Cada sustancia quimica presente en la
muestra tiene una diferente afinidad por la fase estacionaria o la
fase mdvil lo que permite su separacion. Los componentes
retenidos por la fase estacionaria se moveran lentamente en la
fase movil y los que presentan afinidad por la fase mvil
migraran a mayor velocidad en esta; la velocidad de migracién
o tiempo de retencion de cada componente dependera de la
columna que se utilice, el eluyente, la temperatura y presion; los

componentes una vez separados pueden analizarse tanto
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cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de

detectores®887),

- Espectrometria de masas

Técnica analitica usada para determinar la distribucion de las
moléculas de una sustancia en funcion de su masa con la
formacion de un espectro propio para cada sustancia. Permite la
identificacion de sustancias quimicas y su concentracion en
ppm o ppb debido a su gran sensibilidad, proporcionando
ademas informacion estructural de la molécula®®.

El espectrometro ioniza la muestra por impacto electrénico,
método mas usado, se bombardea la muestra con electrones a
cierta cantidad de energia. Una vez ionizada la sustancia, esta
se conduce hacia el sistema colector de campos eléctricos o
magnéticos para poder evaluar la intensidad y velocidad de
desplazamiento de los iones respecto a su masa; el detector
amplifica las sefiales de los iones produciendo un espectro de

masas caracteristico para cada compuesto quimico®®).

Inyector

Cromatografia de Gases Espectrometria de Masas

Entrada de

gas
Fuente de iones

Column 3
Analizador de masas

Detector

-1

Andlisis de datos

—
3R T ey
AT PN
N aDy B

Filamento Sistema de vacio

Linea de transferencia

Figura N° 23. Componentes de GC-MS.

La Figura N° 23 muestra los componentes del cromatdgrafo de gases
acoplado a espectrofotometro de masas.

La combinacion este tipo de andlisis al permitir la separacion,
deteccidn, identificacion y/o cuantificacion de compuestos organicos;
hace que esta sea una técnica de alta sensibilidad y especificidad.
Luego de la separacidon de las sustancias, para identificar cada una de
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ellas se realiza una comparacion del cromatograma del compuesto de
la muestra con el de la sustancia pura, siempre que las condiciones

para la obtencion de ambos sean idénticas®?.

3.5.2. Método cromatogréafico
Este estudio fue realizado por el “Laboratorio de Ensayo y Control de

Calidad” de la Universidad Catolica de Santa Maria.

e Procesamiento de muestra
Se utilizé el “extracto de hexano” por ser el que presenta mayor
pureza para compuestos lipofilicos a comparacion de los otros
extractos, etanol y acetato de etilo.
Se tomo una alicuota de la muestra y se procedio a realizar el proceso
de derivatizacion, “trans-esterificacion”, de los acidos grasos a ésteres
(Figura N° 24).

Figura N° 24. Proceso de esterificacion de la muestra.

La reaccion de esterificacion es un proceso quimico, donde la muestra
es tratada con metanol (CH3OH) y trifluoruro de boro (BFs3)
obteniendo como producto final el éster del &cido graso, la reaccion
quimica se observa en la Figura N° 25. La mezcla de ésteres obtenida

es analizada posteriormente por GC-MS.
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Figura N° 25. Reaccidn de trans-esterificacion de acidos grasos.

e Desarrollo cromatogréafico
Los ésteres obtenidos de la muestra del extracto de hexano, al ser
compuestos volatiles, son inyectados al cromatografo de gases para
su separacién y son identificados por el detector espectrometro de
masas, emitiendo el perfil de &cidos grasos del extracto vegetal. En la
Figura N° 26 se observa el cromatdgrafo de gases donde se analiz6 la

muestra.

Figura N° 26. Analisis de la muestra procesada en GC-MS.

3.6. Métodos Bioldgicos

3.6.1. Etapa de ambientacion y alimentacion de animales
Los animales de experimentacion fueron sometidos a un periodo de
estandarizacion por 7 dias previos a la experimentacion teniendo en cuenta
las condiciones ambientales y la alimentacién consistio en una mezcla de

maiz, trigo, cebada y agua (Figura N° 27).
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Se procedi6 a la formacion de los grupos de experimentacién por
distribucién aleatoria, los animales fueron marcados con fucsina en

diferentes zonas del cuerpo y colocados en jaulas acondicionadas.

Las ratas se mantuvieron en ayunas, con acceso libre al agua antes de

empezar el experimento.

Se pesd cada animal con el fin de determinar la dosis a administrar de STZ,
extractos: etandlico, acetato de etilo y hexano, y de DL-a- tocoferol

acetato.

Figura N° 27. Estandarizacion de animales de experimentacion.

3.6.2. Disefio experimental: grupos de investigacion
Se utilizaron ratas machos Wistar, con un peso entre 220 — 235 g de 4

meses de edad para los grupos de estudio: Piloto y Experimental.

e Grupo Piloto
En el grupo piloto se utilizaron 14 ratas distribuidas al azar formando
7 grupos de 2 ratas cada uno. En la Tabla 7 se muestran los grupos y

su descripcion.
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Tabla 7. Formacidn de grupos para la prueba Piloto.

1 Control positivo (+) Induccién de Diabetes
Ratas diabéticas + extracto 10

2 Extracto etanol |
ma/kg

3 Extracto acetato de etilo | Ratas diabéticas + extracto 10
ma/kg

4 Extracto de hexano | Ratas diabéticas + extracto 10
ma/kg

5 Extracto etanol 1 Ratas diabéticas + extracto 20
mg/kg

6 Extracto acetato de etilo 11 Ratas diabeticas + extracto 20
mg/kg

7 Extracto de hexano 11 Ratas diabéticas + extracto 20
mg/kg

e Grupo Experimental
Para el grupo experimental se utilizaron 18 ratas distribuidas al azar

formando 6 grupos de 3 ratas cada uno (Tabla 8).

- Grupo 1: Control negativo (-)

Ratas Normoglicémicas sin induccion de Diabetes, se les
administrd aceite vegetal, vehiculo de los tratamientos.

- Grupo 2: Control positivo (+)

Ratas a las que se les administr6 STZ para producir Diabetes.
Este grupo no recibid ningan tratamiento, solo se administré el
vehiculo al igual que el Grupo 1.

- Grupo 3: Tratamiento control

Ratas hiperglucémicas por induccién de Diabetes con STZ,
recibieron como tratamiento vitamina E (DL-a- tocoferol
acetato) a una dosis de 6 mg/Kg.

- Grupo 4: Tratamiento 1

Ratas hiperglucémicas por induccién de Diabetes con STZ,
tratadas con extracto de “Granada” a una dosis de 20 mg/Kg.

- Grupo 5: Tratamiento 2

Ratas hiperglucémicas por induccién de Diabetes con STZ,

tratadas con extracto de “Granada” a una dosis de 40 mg/Kg.
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- Grupo 6: Preventivo

Ratas que recibieron una dosis de 20 mg/Kg del extracto de
“Granada” 15 dias previos a la induccion de Diabetes, luego de
la induccion se administro tratamiento de extracto a la misma

dosis.

Tabla 8. Formacion de grupos para la prueba Experimental.

1 Control negativo (-) Normoglicémicas

2 Control positivo (+) Hiperglucémicas

3 Tratamiento control Ratas diabéticas + Vitamina E

4 Tratamiento 1 Ratas diabéticas + extracto 20 mg/Kg

5 Tratamiento 2 Ratas diabéticas + extracto 40 mg/Kg
Extracto 20 mg/Kg 15 dias previos a

6 Preventivo induccion de Diabetes + extracto 20

mg/Kg

3.6.3. Induccion de Diabetes experimental por Estreptozotocina
Para iniciar el proceso de “induccion de Diabetes”, se midio la glucosa
basal de los animales en ayunas. Se considero gque los valores normales de

glucosa en ratas estan comprendidos entre 90 — 130 mg/dL 9,

La Diabetes experimental fue inducida con estreptozotocina a una dosis
de 45 mg/Kg de peso corporal de cada rata, la sustancia se administro por
via intraperitoneal (IP) a todos los grupos como se observa en la Figura

N° 28, excepto el grupo Control Negativo (-).

Figura N° 28. Administracién de la Solucion de STZ por via IP.
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A las 24 horas post administracion de STZ al medir el nivel de glucosa
sanguinea, se considera Diabetes cuando la glucosa marca un valor > 200
mg/dL, se empezé la administracion de los tratamientos del extracto de

“Granada”, vitamina E y vehiculo.

3.6.4. Elaboracion y dosificacion de tratamientos
Teniendo en cuenta en peso de cada animal de experimentacion se realizo
la dosificacion de vitamina E y del extracto de semillas de “Granada” a las
concentraciones requeridas. Se administraron los tratamientos por un

periodo de 30 dias.

Dado que los extractos de semillas de “Granada” y la vitamina E son
oleosos, el vehiculo que se utilizd para su disolucion fue aceite vegetal.
(Anexo N°2)

3.6.5. Obtencion de la muestra sanguinea
Las muestras de sangre se obtuvieron por el método de corte del &pice de
la cola (Figura N° 29). La gota de sangre se puso en contacto con el

extremo de la tira reactiva del glucometro para la medicion de la glucosa.

Se eligio este método de toma de muestra sanguinea en murinos ya que

reduce el dolor, sufrimiento y trastorno que puedan sufrir los animales.

Figura N° 29. Obtencién de la muestra sanguinea.
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3.6.6. Medicion de la glicemia
La medicion de la glicemia se realizé con el glucometro Accu-Check®
Performa Nano (Figura N° 30), este dispositivo esté disefiado para ayudar
a los pacientes en el control de la Diabetes de forma rapida, precisa y

sencilla.

ACCU-CHEK

Performa Nano

Small in Size.
Big in Performance.
* Large, backlit display

G sccu.crme
pre Performa Nano

Figura N° 30. Glucémetro Accu-Check® Performa Nano.

Se tomaron muestras de sangre previas a la administracion de STZ y
también se realizé la medicion posterior a la induccion de Diabetes a los
0,3,6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42 y 45 dias. Para la
medicion de glucosa, los animales deben de estar en ayuno previo de 12

horas (se remueve agua y comida).

e Fundamento

Las tiras reactivas contienen en uno de sus extremos la enzima
glucosa oxidasa, que al contacto con la muestra de sangre reacciona
produciendo un cambio en la coloracién o generando una corriente
electroquimica lo que permite conocer el nivel de glucosa dado por el
glucémetro de tecnologia fotométrica (color) o electroquimica (mide
corriente eléctrica)®?,

Los dispositivos modernos disefiados son tipo electroquimico, la tira
reactiva aspira por capilaridad aproximadamente 15 puLL de sangre y el

nivel de glucosa al generar una corriente electroquimica de baja
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intensidad es medido por el dispositivo mostrando el valor de la

glicemia expresada en mg/dL o milimoles (mM)©Y,

e Procedimiento
Como primer paso, se inserto la tira reactiva por el extremo que posee
el medidor de corriente al glucémetro y este se encendié emitiendo
una sefial sonora, en la pantalla del dispositivo se observé el simbolo
de gota de sangre parpadeando. Se procedié a realizar el corte del
extremo de la cola del animal y la gota de sangre fue puesta en
contacto con la tira reactiva. Una vez cargada la tira con suficiente
muestra, el dispositivo emitié nuevamente un sonido indicando el
nivel de glucosa sanguinea. Se retir0 la tira reactiva del glucometro y
se desechd, el dispositivo se apag0 automaticamente a los pocos

segundos.

3.7. Determinacion de la capacidad antioxidante: Ensayo de DPPH

3.7.1. Fundamento
DPPH, 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo, es un radical libre estable de
coloracion violeta, con peso molecular de 394,32 g/mol, soluble solo en

compuestos organicos.

El ensayo de DPPH es un método colorimétrico basado en la disminucion
en la absorbancia medida entre 515 — 520 nm del radical DPPH. El radical
es captado por el antioxidante y el electron desapareado del atomo de
nitrégeno se reduce al recibir un &tomo de hidrdgeno de los antioxidantes
formando DPPH-H. En consecuencia, se produce un cambio de color de
la solucion que va de violeta a amarillo. El grado de decoloracién indica
el potencial de actividad de los compuestos o extractos antioxidantes en
términos de capacidad de donacidn de hidrogeno. El tiempo estimado para
que la reaccion se concrete es de 30 minutos en condiciones de

oscuridad®29),

La reaccion quimica de reduccion de DPPH se muestra en la siguiente

figura:
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N—N NO, + A-H — N—N NO, + A
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Figura N° 31. Reaccion del radical DPPH.

3.7.2. Preparacion de las soluciones stock del radical DPPH y Trolox
e  Solucion stock de DPPH
Se prepard una solucion stock de DPPH a una concentracion de 427
UM en etanol absoluto. Se pes6 4.3 mg del reactivo y se disolvid en

una fiola @mbar de 25 mL protegiéndose de la luz.

e  Solucion stock de Trolox
La solucidn stock de trolox se prepar6 a una concentracion de 125 uM
con acetona. Se pesé 0.31 mg del reactivo y se enrasé en una fiola

ambar de 10 mL protegiéndose de la luz.

Ambas soluciones preparadas (Figura N° 32) se conservaron refrigeradas

para su posterior utilizacion.

Figura N° 32. Soluciones stock de DPPH y Trolox.

3.7.3. Curva de calibracion
Se prepararon 5 patrones en fiolas ambar de 5 mL agregando cantidades
de trolox y acetona como se detallaen la Tabla 9, 1.5 mL del radical DPPH

y se enraso con etanol absoluto hasta 5 mL. Se mezcl6 y dejo reposar en
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oscuridad por 30 minutos, luego se procedio a leer la absorbancia de las

soluciones a una longitud de onda de 517 nm en el espectrofotémetro.

Tabla 9. Preparacion de la curva de calibracion DPPH.

1 5 200 800 1.5 2.5
2 10 400 600 1.5 2.5
3 15 600 400 15 2.5
4 20 800 200 1.5 2.5
5 25 1000 - 15 2.5
Blanco 1 - - 1000 - 4.0
Blanco 2 - - 1000 15 2.5

Figura N° 33. Soluciones patron de la curva de calibracion de DPPH.

3.7.4. Preparacion de las muestras
De los extractos obtenidos de etanol, acetato de etilo y hexano, y vitamina
E; se hizo una dilucion 1:80 de cada muestra tomandose 62.5 uL los cuales
fueron colocados en una fiola y disueltos en acetona hasta un volumen de
5 mL. Se cubrieron las fiolas con papel aluminio para proteger las

muestras de la luz y se conservaron refrigeradas para su posterior uso.

Las muestras para ser analizadas por el método DPPH se prepararon
afiadiendo 1000 pL de cada muestra, 1.5 mL de DPPH y etanol absoluto a
un volumen final de 5 mL en fiolas ambar (Tabla 10). Se mezcl6 y dejé
reposar en oscuridad por un periodo de 30 minutos y luego se midid la

absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro.
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Tabla 10. Preparacion de las muestras para determinacion de la actividad
antioxidante por DPPH.

Extracto de etanol 1000 15 2.5
Extracto de acetato de etilo 1000 15 2.5
Extracto de hexano 1000 15 2.5
Vitamina E 1000 15 2.5

3.8. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron ordenados en una matriz de sistematizacion para
posteriormente ser procesados mediante los softwares “GraphPad Prism 8,

“MiniTab 19"y “Excel” donde se hicieron las siguientes pruebas estadisticas:

3.8.1. Analisis de varianza (ANOVA)
La comparaciéon de los niveles séricos de glucosa y de la capacidad
antioxidante de los extractos de semilla de “Granada” se realizaron
mediante la prueba estadistica ANOVA de una via con un nivel de
significancia del 95%. Permite evaluar si existe o no diferencia

significativa entre los grupos de estudio®?.

3.8.2. Prueba de Tukey
Se utiliza en el analisis estadistico ANOVA. Compara todas las diferencias
entre las medias de los grupos experimentales (Diabetes) y de las muestras
analizadas (método DPPH), determina el tratamiento que posee mayor
efectividad sobre los niveles elevados de glucosa en sangre y el extracto
que posee mayor capacidad antioxidante .
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CAPITULO 111l
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion de los extractos de semillas de “Granada”
Los extractos de semilla de “Granada” se obtuvieron por el método Soxhlet hasta
agotamiento de la muestra. Todas las extracciones fueron realizadas bajo las mismas
condiciones experimentales donde se considerd las caracteristicas fisicas como la
temperatura, para etanol se mantuvo a una temperatura de 80°C %2, acetato de etilo a

70° 2 y hexano a 45°C £2. Las extracciones alcanzaron los 5 ciclos para cada solvente.

Los extractos resultantes presentaron consistencia oleosa para los tres solventes

utilizados.

1.1. Caracteristicas organolépticas de los extractos de semillas de

“Granada”

Se determind las caracteristicas organolépticas de los tres extractos obtenidos de
la muestra en cuanto a su color, olor, aspecto y consistencia. Estas se detallan en
la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas organolépticas de los extractos.

Caracteristicas T SRR .
Etandlico Acetato de Etilo Hexano
Color Rojo oscuro Rojo - anaranjado Amarillo
Olor Sui géneris Sui géneris Sui géneris
Aspecto Liquido viscoso Liquido viscoso Liquido viscoso
Consistencia Oleosa Oleosa Oleosa

Figura N° 34. Extractos de semilla de "Granada" 1. Extracto etanolico 2. Extracto de acetato de
etilo 3. Extracto de hexano
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1.2. Rendimiento de los extractos:
Se evaluo el porcentaje de rendimiento (%RE) de los extractos oleosos de Punica
granatum L. “Granada” obtenidos con cada uno de los diferentes solventes. El

peso de las extracciones se detalla en el Anexo N° 3.

Tabla 12. Rendimiento de los extractos de Punica granatum L. "Granada"

Peso promedio del % de
Extractos .
extracto (g) rendimiento
Etandlico 1.06 £ 0.02 10.6
Acetato de etilo 2.09+£0.10 20.9
Hexano 2.16 £ 0.05 21.6

El promedio de los pesos de los extractos obtenidos de 10 extracciones con su
respectivo porcentaje de rendimiento (%RE) se detalla en la Tabla 12. EI mayor
%RE es del extracto de hexano (21.6%) y extracto de acetato de etilo (20.9%),
esto se debe a que las semillas presentan un alto contenido de compuestos
lipofilicos los que son solubles en solventes con bajo indice de polaridad.

El extracto etandlico tuvo el menor rendimiento (10.6%), debido a que el etanol
presenta un mayor indice de polaridad comparado con los otros solventes
impidiendo la disolucién de los compuestos lipofilicos presentes en la semilla de

granada.

En la Figura N° 35 se observa que los extractos con mayor rendimiento son los
obtenidos con los solventes n-hexano y acetato de etilo, y el extracto con menor

rendimiento fue el de etanol.

30
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o
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PORCENTAJE %
= =
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o

Extracto etandlico Extracto de Acetato de etilo Extracto de Hexano

1% de Rendimiento

Figura N° 35. Porcentaje de rendimiento de los extractos de "Granada".
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El articulo cientifico titulado “Bioactive chemical constituents from Pomegranate
(Punica granatum) juice, seed and peel — a review” de Sai Prakash y colaborador,
sumado al articulo “Cheminal composition of the plant Punica granatum L.
(Pomegranate) and it’s effect on heart and cancer” de Sharrif Moghaddasi
Mohammad y colaborador; indican que los estudios realizados del rendimiento de
aceite de semillas de Granada estan comprendidos entre 12 al 20 % del total del

peso de la semilla2%),

2. Analisis Fitoquimico por CCF
La semilla de Punica granatum L. “Granada”, por bibliografia se sabe que presenta
metabolitos secundarios como flavonoides, taninos, alcaloides, esteroles y terpenos. La
identificacion cromatografica de estos metabolitos secundarios se realizé de cada uno
de los extractos obtenidos de la semilla de “Granada”. Se utilizé fases moéviles con
diferentes sistemas de solventes para cada grupo de metabolitos pudiendo realizar la
separacion de compuestos en bandas y se calculd el Rf para cada una de ellas. Cabe
mencionar que las placas fueron secadas a temperatura ambiente y posteriormente se

procedio a observar la separacién de componentes usando luz UV a 254 y 365 nm.

2.1. Corrida general
Para el desarrollo de la corrida general se utiliz6 tolueno : acetato de etilo (93:7)
), fase movil general para la separacion de componentes de caracter lipofilico.

Las placas fueron reveladas en luz UV a una longitud de onda de 254 nm.

2.1.1. Extracto de etanol
En el cromatofolio revelado a la luz UV se observo el desarrollo de bandas,
las cuales presentan los Rf mostrados en la Figura N° 36. Los compuestos
por su naturaleza lipidica podrian tratarse de terpenos, triterpenos,

esteroides, esteroles.

2.1.2. Extracto de acetato de etilo
La separacion de compuestos del extracto de acetato de etilo se muestra
en el cromatofolio (Figura N° 36) donde los Rf evidencian la presencia de
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metabolitos secundarios que podrian tratarse de terpenos, triterpenos,

esteroides, esteroles.

El Rf 0.92 muestra una mancha grande, esta podria tratarse de los acidos
grasos extraidos en forma de triglicéridos que migraron hacia el otro
extremo de la placa cromatogréfica al presentar afinidad por la fase mévil
lipdfila.

2.1.3. Extracto de hexano
El cromatofolio del extracto de hexano se muestra en la Figura N° 36, los
Rf indican la presencia de metabolitos secundarios que podrian tratarse de
terpenos, triterpenos, esteroides, esteroles; metabolitos de naturaleza
lipidica.
La mancha grande oscura corresponde al Rf 0.91 muestra los triglicéridos

que por su afinidad a la fase movil migraron por la placa cromatogréfica.

Figura N° 36. Cromatofolio de /a corrida general de los extractos de “Granada”.

La corrida general de los tres extractos obtenidos de la muestra hace notar la
presencia de diferentes bandas que pertenecen a los diferentes grupos de
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metabolitos secundarios, el cromatofolio del extracto etandlico es el que presento

mayor numero de bandas correspondientes a sus metabolitos.

2.2. ldentificacion de Flavonoides
La fase mdvil empleada para la identificacion de flavonoides fue cloroformo :
acetona : &cido formico (75 : 16.5 : 8.5) . El revelador utilizado fue aminoetil
difenil borinato al 1% junto a PEG-4000 al 5%, luego se observé a 365 nm la
emision de fluorescencia. Se calcul6 los Rf de cada cromatofolio como se muestra

en la Figura N° 37.

Figura N° 37. Cromatofolio de flavonoides de los tres extractos.

El revelador usado permite mostrar bandas que emiten fluorescencia de diversas
coloraciones diferenciando asi los tipos de flavonoides que contiene la muestra.
En la Tabla N° 13 se muestran los Rf de los flavonoides y el color de fluorescencia

que emitio cada banda separada.
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Tabla 13. Rf de los flavonoides y color de fluorescencia.

Extracto Acetato de

Extracto Etandlico Extracto Hexano

etilo

Rf Color Rf Color Rf Color
0.01 Amarillo 0.02 Amarillo 0.02 Amarillo
0.03 Amarillo 0.15 Celeste 0.16 Celeste
0.14 Celeste 0.20 Azul 0.20 Azul
0.19 Azul 0.75 Azul 0.78 Azul
0.33 Verde 0.84 Celeste 0.85 Celeste
0.37 Verde
0.45 Amarillo
0.77 Celeste
0.86 Celeste

e La fluorescencia amarilla emitida por los Rf 0.01, 0.03 y 0.45 del extracto
etanolico, 0.02 tanto para el extracto de acetato de etilo como para el
extracto de hexano corresponden a flavonoles como quercetina,
miricetina.

e La coloracion celeste de la fluorescencia de los Rf 0.14, 0.77 y 0.86 del
extracto etandlico; 0.84 y 0.85 para el extracto de acetato de etilo y hexano
respectivamente, corresponde tanto a flavonoles como a algunos de sus
glucosidos del kaempferol, taxifolina y catequina.

e La fluorescencia azul de los Rf 0.19 en el extracto etandlico, 0.20 y 0.75
del extracto de acetato de etilo y 0.20 y 0.78 del extracto de hexano,
corresponden a flavonoides como la luteolina y en algunos casos emiten
esta fluorescencia compuestos tipo chalconas como floretina.

e Para la fluorescencia verde emitida solo de las bandas del extracto
etandlico con los Rf 0.33 y 0.37 corresponde a compuestos tipo flavonas

como apigenina y sus glucésidos(®?2),

La revision cientifica de Chaturvedula Venkata Sai Prakash e Indra Prakash
titulado “Bioactive chemical constituents from Pomegranate (Punica granatum)
juice, seed and peel — a review” indica que la presencia de estos compuestos por
poseer una elevada capacidad antioxidante pueden ser los responsables del efecto
hipoglicemiante que presentan las semillas de Punica granatum L.*2,
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2.3. ldentificacion de Taninos
La fase mdvil usada fue metanol : agua (70:30), para revelar la presencia de
taninos se uso cloruro férrico al 1%. En los extractos de etanol y acetato de etilo
se evidencid la presencia de taninos como se muestra en la Figura N° 38. Los Rf
de 0.85 y 0.86 tienen una coloracion morada més intensa a comparacion de los Rf

0.79 y 0.80 con una coloracion morado claro o lila.

El extracto de hexano no presentd bandas que revelen la presencia de taninos
como en los extractos de etanol y acetato de etilo, esto se debe a que el hexano
presenta un bajo indice de polaridad lo cual impide la solubilidad de taninos que

son altamente polares.

.

' - - —re
1 o —
| [Hex ]

Figura N° 38. Cromatofolio de taninos de los tres extractos.

2.4. ldentificacion de Alcaloides
Se utilizo tolueno : acetato de etilo : dietilamina (70:20:10) para la fase mdvil,
como revelador se empleé el reactivo de Dragendorff © preparado para usarlo
inmediatamente. La reaccion de identificacion dio coloracién anaranjada para el
cromatofolio de los tres extractos. El calculo de los Rf correspondientes al

extracto de etanol fue de 0.16, 0.39, 0.56 y 0.78; este ultimo presento la coloracion
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con mayor intensidad. Para los extractos de acetato de etilo y hexano los valores
de los Rf fueron de 0.81 y 0.75 respectivamente que presentaron coloracion

anaranjado tenue. Los resultados se pueden observar en la Figura N° 39.

0.81

Figura N° 39. Cromatofolio de alcaloides de los tres extractos.

2.5. ldentificacion de Esteroles y Terpenos
Se emple6 como fase movil tolueno : cloroformo : etanol (40:40:10)®. EI
revelador empleado fue el reactivo de Liebermann-Burchard. En el extracto
etandlico y en el de acetato de etilo se identificd cinco compuestos en cada uno y

en el extracto de hexano cuatro compuestos.

En el cromatofolio de identificacion, las bandas de color morado o lila con Rf de
0.14 y 0.55 en el extracto etandlico, 0.15 y 0.54 en el extracto de acetato de etilo
y 0.56 en el extracto de hexano; corresponden a componentes esteroides y
glucoésidos terpénicos. Las bandas de coloraciones rojo y crema identifican
componentes terpenoides de la clase triterpenos. Estos resultados se presentan en
la Figura N° 40.
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Figura N° 40. Cromatofolio de esteroles y terpenos de los tres extractos.

En la siguiente tabla se detalla la coloracion que presento cada uno de los Rf

obtenidos de la identificacién de compuestos terpénicos y esteroides.

Tabla 14. Rf de los esteroides-terpenos y su coloracion.

Extracto Acetato de

Extracto Etanélico Extracto Hexano

etilo
Rf Color Rf Color Rf Color
0.14 Lila 0.15 Morado 0.50 Rojo
0.50 Rojo 0.49 Rojo 0.56 Morado
0.55 Morado 0.54 Morado 0.63 Rojo
0.64 Rojo 0.61 Crema 0.72 Crema
0.73 Rojo 0.70 Crema

Articulos cientificos como “Stigmasterol prevents glucolipotoxicity induced
defects in glucose-stimulated insulin secretion” de Meliza G. Ward y
colaboradores, y “The role of triterpenes in the management of diabetes mellitus
and its complications” de Nazaruk y Borzym-Kluczyk; indican que los acidos
maslinico, oleandlico y ursélico; y estigmasterol, por bibliografia se sabe que son
componentes fitoquimicos de las semillas de Punica granatum L. “Granada”,
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poseen propiedades antidiabéticas y antioxidantes. El estigmasterol protege a las
células beta pancreéticas de la glucotoxicidad y lipotoxicidad, mejora la secrecion
de insulina y disminuye la apoptosis. Ademas, los terpenoides como &cido
maslinico, oleanolico y ursdlico inhiben las a-glucosidasas disminuyendo la
captacion de glucosa en el intestino, estos compuestos poseen actividad scavenger
sobre los radicales libres disminuyendo el EO asociado a Diabetes y

complicaciones como retinopatia, nefropatia y neuropatias®"%),

2.6. Resultados del analisis fitoquimico preliminar
El resultado del tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de las semillas de
Punica granatum L. “Granada” evidencian la presencia abundante de flavonoides
en el extracto etanolico, y para los extractos de acetato de etilo y hexano su

presencia es moderada.

La presencia de taninos se evidencio en los extractos etanolico y de acetato de

etilo siendo ausente en el extracto de hexano.

Los alcaloides se encuentran presentes en los tres extractos, siendo moderada su
presencia en el extracto etandlico y en menor cantidad en los extractos de acetato

de etilo y hexano.

Los esteroles y terpenos se encuentran abundantes en los extractos etanolico y de

acetato de etilo; y de forma moderada se evidencian en el extracto de hexano.

En la Tabla 15 se muestran los resultados del anélisis fitoquimico.

Tabla 15. Resultados del analisis fitoquimico preliminar.

Metabolito Extrf;u_:to Extracto _ Extracto
etandlico Acetato de etilo Hexano
Flavonoides +++ S +
Taninos + + )
Alcaloides ++ + +
Esteroles y terpenos +++ +++ ++

+++ abundante; ++ moderado; + presencia; - ausencia
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3. Determinacion del Contenido de Acidos Grasos
Se determino por cromatografia de gases la presencia de acidos grasos en la muestra de
extracto de hexano de semillas de Punica granatum L. “Granada”, el analisis se realizo
en el “Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad” de la Universidad Catdlica de Santa

Maria.

El cromatograma (Figura N° 41) muestra seis sefiales presentes en el aceite de
“Granada”. Se encontraron los picos correspondientes a los estandares de metil ésteres
de &cidos grasos. A diferentes tiempos de retencion se identificaron los &cidos: oleico,
linolénico, araquidonico,  cis-linoleico,  tricosanoico 'y  cis-4,7,10,13,16-

docosahexenoico.

La Tabla 16 muestra los valores de cantidad relativa de los acidos grasos presentes en
el aceite de semilla de “Granada”. Acido oleico 65.5%, acido linolénico 3.64%, acido
araquiddnico 2.51%, acido cis-linoleico 7.15%, acido tricosanoico 15.18% y acido cis-
4,7,10,13,16-docosahexenoico 6.01%. El informe del ensayo y cromatograma se

muestran en el Anexo N°4.
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Figura N° 41. Cromatograma de GC-MS del aceite de semilla de "Granada".
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Tabla 16. Determinacién cuantitativa de AG en la semilla de Granada.

o Tiempo de Cantidad
AEED CEED retenciéel (min) AUe relativa (%)
Acido oleico 45.084 50135 65.51
Acido linolénico 46.263 2737 3.64
Acido araquidénico 48.216 1961 2.51
Acido cis-linoleico 48.981 5295 7.15
Acido tricosanoico 54.660 10965 15.18
Acido cis-4,7,10,13,16- 57.763 4804 6.01
docosahexenoico

AUC: Area bajo la curva

El anélisis de los resultados determind que el 84.82% de los &cidos grasos son
insaturados y el 15.18% son saturados, este ultimo valor corresponde al &cido

tricosanoico.

El articulo cientifico de Acosta-Montafo y colaborador titulado “Effects of dietary fatty
acids in pancreatic beta cell metabolism, implications in homeostasis” concluye que los
Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPI) mejoran la funcionalidad de las células
pancreaticas e inhiben la apoptosis, previniendo la disminucion de secrecion de insulina
estimulada por glucosa en los islotes causada por los acidos grasos saturados, también
los AGPI estan asociados a la disminucién de glucosa plasmatica, TG séricos y
colesterol total ayudando a mejorar la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, la
suplementacion de la dieta con AGPI podria convertirse en una base para el desarrollo

de tratamientos dietéticos en pacientes con Diabetes®.

La revision cientifica “Polyunsaturated fatty acids and type 2 diabetes: impact on the
glycemic control mechanism” de Goncalves Leao Coelho y colaboradores, indica que
la DM2 esta caracterizada por presentar resistencia a la insulina en el tejido esquelético
y tejido adiposo. Sustancias como TNF-a, IL, ROS, RNS, citoquinas proinflamatorias
y quimiocinas se relacionan con la inflamacion de los adipocitos y las células beta
pancreaticas. Los acidos docosahexenoico, linolénico y otros omega-3 poseen accion
scavenger frente a los radicales libres y efecto antiinflamatorio, lo cual puede conducir
a una mejora de la sensibilidad a la insulina y su secrecion por medio de la unién sus
receptores de proteina G acoplada, el aumento de la secrecién de esta hormona produce
la activacion de GLUT4 aumentando la absorcion de glucosa por tejidos periféricos.
Otra via de accion es la activacion de PPAR, a nivel de tejido adiposo y de PPARg/s en

el masculo esquelético mejorando la accion de la insulina a nivel sistémico®%,
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4. Estudio del Efecto Hipoglicemiante
Los animales fueron sometidos a un periodo de estandarizacion por 7 dias previos a la
experimentacion. La alimentacion estandarizada consistio en una mezcla de maiz, trigo,

cebada y agua, con el objetivo de evitar errores experimentales.

Para las pruebas de estudio, antes de la induccion de DB se midi6 la glucosa basal, luego
se procedié a la induccion con STZ, siendo esta disuelta en suero fisioldgico. La
administracion se hizo por via intraperitoneal a una dosis de 45 mg/Kg de peso teniendo
en cuenta el peso de cada animal. Se confirmé la hiperglicemia a las 24 horas de la

induccidn con un nivel de glucosa > 200 mg/dL (Dia 0).

Iniciado el tratamiento, se realiz6 la medicion de glucosa cada 3 dias por un periodo de
30 dias para el “Grupo Piloto”. En el caso del “Grupo experimental” la medicion de
glucosa se hizo cada 3 dias por un periodo de 45 dias, el tratamiento se administrd hasta

el dia 30 y se suspendio los 15 dias restantes.

4.1. Prueba Piloto

Para determinar el extracto de Punica granatum L. “Granada” con mayor efecto
hipoglicemiante y la dosis efectiva se realizd una prueba piloto, donde se
utilizaron 14 animales de experimentacion y se formaron 7 grupos de 2 ratas cada
uno. (Anexo N° 5)

Los valores de la concentracion de glucosa del Grupo | control positivo, se

detallan en la siguiente tabla.

Tabla 17. Evolucion de los niveles de glucosa promedio del Grupo Control (+).

NIVEL DE GLUCOSA
Grupo Control (+)

Dia 0 497.00+1.41
Dia 3 488.50 + 24.75
Dia 6 465.00 = 19.80
Dia9 488.00 + 7.07
Dia 12 472.00 +£5.766
Dia 15 488.00 + 18.38
Dia 18 470.50 + 26.16
Dia 21 458.00 + 4.24
Dia 24 470.00 +4.24
Dia 27 470.50 +2.12
Dia 30 461.50 +7.78

Concentracién de glucosa
(mg/dL)
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Tabla 18. Evolucién de los niveles de glucosa promedio de los grupos experimentales a
dosis 10 mg/Kg.

NIVEL DE GLUCOSA

Grupo Etanol (1) Acetato Etilo (1) Hexano (1)

Dia0 490.00 £1.41 502.50 + 4.95 511.00 * 5.66
§ Dia 3 470.50 £ 4.95 503.00 £ 0.00 504.00 + 1.41
2 Dia 6 432.00 £ 8.49 484.50 + 3.54 484.50 + 12.02
Ev Dia9 384.50 + 14.85 440.00 + 49.50 440.00 £ 39.60
'g ’_BT Dia 12 358.00 + 4.24 421.50 + 53.03 428.50 * 45.96
S S Dia 15 340.00 £ 4.24 381.00+11.31 391.50+0.71
s E Diail8 329.50 £ 0.71 366.50 + 6.36 373.50 +9.19
§ Dia 21 318.00 + 2.83 337.50 £ 14.85 332.50 + 19.09
e Dia 24 304.00+1.41 315.50 £ 3.54 316.50 + 12.02
S Dia 27 294.00 + 2.83 307.50 £9.19 308.50 +9.19

Dia 30 280.50 £ 3.54 299.50 £ 12.02 300.00 + 8.49

La medicion de los niveles séricos de glucosa promedio a lo largo de los

tratamientos a una dosis de 10 mg/Kg se muestra en la Tabla 18 y el progreso del

tratamiento de los diferentes extractos durante 30 dias se observan en la Figura

N° 42.
550.0
500.0 (o =
6) o o) o

B 450.0 ° O
g (6)
« 400.0
3 (6]
> 350.0 ®
o 30 [ S— \O\_»

300.0 6. 0—

o)
250.0
0 5 10 15 20 25 30 35
Dias de tratamiento
o Control + o Etanol —o— Acetato de Etilo Hexano

Figura N° 42. Evolucion de los niveles de glucosa promedio de los grupos experimentales a
dosis 10 mg/Kg.

La medicion de los niveles séricos de glucosa promedio a lo largo de los

tratamientos a dosis de 20 mg/Kg se muestra en la Tabla 19 y el progreso del
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tratamiento de los diferentes extractos durante 30 dias se observan en la Figura

N° 43.
Tabla 19. Evolucion de los niveles de glucosa promedio de los grupos
experimentales a dosis 20 mg/Kg.
NIVEL DE GLUCOSA
Grupo Etanol (11) Acetato Etilo (1) Hexano (I1)
Dia 0 502.50 £2.12 497.00 = 8.49 496.00 + 4.24
§ Dia 3 481.00 £ 1.41 479.00 £+ 4.24 467.50 £ 9.19
= Dia 6 456.00 = 7.07 448.00 = 2.83 437.00 = 5.66
E’ Dia 9 421.50 + 4.95 407.00 = 5.66 408.00 + 5.66
'CC" 1 Dial2 392.00 £ 7.07 389.00 + 2.83 391.00 + 8.49
:8 % Dia 15 361.00 £ 9.90 363.00 + 8.49 370.00 £ 2.83
© E Dia18 328.50 = 3.54 329.50 £ 2.12 340.00 £ 1.41
g Dia 21 287.50 £ 2.12 300.50 + 6.36 310.00 = 5.66
e Dia 24 247.00 + 8.49 279.00 £ 5.66 295.00 £+ 2.83
8 Dia 27 228.00 = 15.56 252.00 £ 5.66 28450 £2.12
Dia 30 207.50 = 4.95 234.00 £ 4.24 264.00 £ 1.41
550.0
500.0 O o ®
450.0 \ﬂ\ﬁ\ ° &g @O g
= (o)
?;,,400.0 iy
g 350.0
o
S 3000
© 250.0 o)
o
200.0 »
150.0
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Dias de tratamiento
©-- Control + O~ Etanol —o— Acetato de Etilo Hexano

Figura N° 43. Evolucion de los niveles de glucosa promedio de los grupos experimentales a
dosis 20 mg/Kg.

Los tres extractos, etanol, acetato de etilo y hexano; poseen efecto
hipoglicemiante a ambas dosis administradas de10 mg/Kg y 20 mg/Kg respecto
al grupo control positivo (+) como se muestra en la Figura N° 44,

Los resultados de la “Prueba Piloto” determinaron el uso del extracto etanolico
para realizar el estudio del efecto hipoglicemiante “Experimental” por presentar

mayor disminucién de glucosa sérica de un 42.76% Yy 58.71% a dosis de 10 mg/Kg
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y 20 mg/Kg respectivamente, comparado con los otros extractos donde
disminuyeron en un 40.40% a dosis de 10 mg/Kg y 52.92% a dosis de 20 mg/Kg
para el extracto de acetato de etilo, finalmente el extracto de hexano mostro
disminucion de glucosa en un 41.29% vy 46.77% a dosis de 10 mg/Kg y 20 mg/Kg
respectivamente. Ademas, se tomd en cuenta que el etanol es el solvente menos

toxico de los usados para la extraccion.

550
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400

350 8050 299.50 300.00

300 231,00 264.00
- 207,50

20

15

10

10 mg/Kg 20 mg/Kg 10 mg/Kg 20 mg/Kg 10 mg/Kg 20 mg/Kg
CONTROL ETANOL  ACETATODEETILO HEXANO

461.50

(S}
o O O O O

Concentracion de Glucosa ()mg/dL)

o

Figura N° 44. Comparacion de los tratamientos usados para la "Prueba Piloto".

4.2. Estudio Experimental del Efecto Hipoglicemiante de semillas de
“Granada”

El estudio del efecto hipoglicemiante se inicié con la administracion del pre-
tratamiento (extracto etandlico a dosis de 20 mg/Kg) al grupo “Preventivo” por
un periodo de 15 dias realizando mediciones cada 3 dias. Terminado este periodo
se procedio a la induccién de DB para todos los grupos de estudio excepto el grupo
“Control negativo (-)”, se realizo la confirmacion de hiperglicemia y con ello

posterior inicio de los tratamientos.

Durante el periodo de estudio se observo que los grupos tratados con el extracto
etandlico a dosis “40 mg/Kg”, “Preventivo” mostraron similar efecto
hipoglicemiante que el grupo tratado con “Vitamina E” y estos, ademas,
presentaban mayor efecto frente al grupo tratado a dosis “20 mg/Kg”. Todos estos
tratamientos evidenciaron disminucién de la hiperglicemia en comparacién al
grupo “Control positivo (+)”. Por otro lado, se monitore6 el peso corporal dando
como resultado en todos los casos de ratas diabéticas la disminucion de este.
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4.2.1. Evaluacion del Peso Corporal
Durante el estudio experimental, se hizo un monitoreo del peso de los
animales considerando el peso basal (antes de la induccion de Diabetes) y
alos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 dias post—induccién (Anexo

N°6).

Tabla 20. Pesos (g) promedio de los animales de los grupos de

experimentacion durante el periodo de tratamiento.

Tiempo GRUPOS

(Dias) Control - Control + Vitamina E

Basal 226 3 Spmhee 2 227.00 + 3.00 227.67 +1.53
0 223.67 + 1.53 224.00 + 3.61 226.00 + 1.53
5 226.33 + 3.06 215.00 £ 3.00 218.67 + 3.06
10 224.67 £2.08 206.00 + 6.24 212.67 +2.52
15 225.33 £ 3.06 196.33£5.51 204.00 £5.20
20 223.67 +3.21 191.33+2.08 200.67 £2.08
25 222.67 + 1.53 189.33 £ 4.04 192.67 +2.52
30 224.33 +1.53 184.67 £ 3.51 188.00 £ 1.00
35 222.00 + 2.00 179.33 £ 4.04 183.67 £ 1.53
40 224.33 +1.53 175.00 £ 5.66 180.67 £ 2.08
45 224.67 +2.89 174.00 £ 0.00 180.00 + 1.41

Tiempo GRUPOS

(Dias) Granada 20 mg/Kg Granada 40 mg/Kg Preventivo

Basal 228.33 + 1.53 227.33 £2.08 225.33 +£3.51
0 226.00 + 2.00 225.00 + 2.65 225.33+3.21
5 220.00 £2.00 217.67 +3.21 219.33 +4.93
10 214.67 £1.53 212.00 + 2.00 214.00 +5.29
15 207.00 + 2.00 204.33 + 1.53 207.67 £ 5.51
20 199.33 £ 3.06 201.67 +5.69 201.67 +5.51
25 193.00 £ 3.00 197.33 £ 2.08 195.33 £5.13
30 189.67 £ 5.03 194.00 £ 2.65 191.00 + 4.58
35 184.67 £ 4.73 189.33 + 2.08 187.33 £ 4.16
40 179.33 £1.53 186.33 + 2.08 183.67 + 4.04
45 177.00 £ 0.00 183.00 + 2.00 180.33 +3.21

La Figura N° 45 muestra la evolucion de los pesos promedio de los grupos
experimentales en relacion al periodo de estudio de 45 dias. En el grupo
“Control (-)” se observa que los animales conservaron su peso a lo largo
del experimento. El grupo tratado con vitamina E presenta un 20.94% de
disminucion de peso promedio; los grupos que recibieron como

tratamiento los extractos de granada a dosis “20 mg/Kg” y “40 mg/Kg”
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tuvieron una disminucion del 22.48% y 19.50% de peso respectivamente
y el grupo preventivo tuvo una disminucion del 19.97% de su peso inicial;
el grupo “Control (+)” que recibié como tratamiento el vehiculo en el que

se disolvieron los otros extractos tuvo una disminucion del 23.35 %.

240.00
220.00 —@— CONTROL +
—~ 210.00
2 ) —0—VITAMINAE
% 00.00 SN
8- 190.00 GRANADA 20
O mg/Kg
180.00 —@— GRANADA 40
170.00 mg/Kg
160.00 —@— PREVENTIVO
Q)@@ O 5 QL D P D b D

Tiempo (Dias)

Figura N° 45. Evolucion de los pesos (g) promedio de los grupos de experimentacion
durante el periodo de tratamiento.

Los resultados obtenidos pueden afirmar que el tratamiento con extracto
de “Granada” a una dosis de 40 mg/Kg, el modelo preventivo del extracto
a dosis de 20 mg/Kg y la vitamina E evitan la disminucion del peso

ayudando a su recuperacion durante el desarrollo de la hiperglicemia.

4.2.2. Anélisis Estadistico entre los Grupos Experimentales
La prueba de ANOVA se utilizé para el estudio estadistico de los grupos
experimentales usando un nivel de confianza del 95% con la finalidad de
indicar si existen diferencias significativas en los resultados obtenidos. Por
otro lado, el test de Tukey se usé para definir los grupos que son

diferentemente significativos entre si.

a. Evaluacion de glucosa basal
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa basales entre
los grupos de experimentacion no poseen diferencia significativa

(p>0.05). En la Tabla 21 y Figura N° 46 se muestra la comparacion
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de los niveles de glucosa basal entre los grupos, los valores se hallan
contenidos en un intervalo de confianza de 96.06 a 118.93 mg/dL.
(Anexo N° 8)

Dado que el tratamiento estadistico no mostrd diferencias
significativas entre los grupos, se concluye que la experimentacion
inici6 en igualdad de condiciones para todos los grupos

experimentales.

Tabla 21. Comparacion del nivel de glucosa basal (mg/dL) entre los
grupos experimentales

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 103.33 = 9.07 A
Control (+) 3 98.33 @ 451 A
Vitamina E 3 105,33 | . 551 A

Granada 20 mg/Kg 3 98.67 351 A
Granada 40 mg/Kg 3 103.67 5.86 A
Preventivo 3 111.67 451 A
Valor F critica 3.1059
Valor F 2.16
Valor P 0.127
S.D.: Desviacion estandar
120
115 T
g 110 - T _ T
> _ 105 —n— e
i) X T X
=%
2 “g 100 % $ J_
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g 90
o
85
80
Control + G. 20 mg/Kg Preventivo
Control - Vitamina E G. 40 mg/Kg

Figura N° 46. Comparacion del nivel de glucosa basal (mg/dL) entre los grupos
experimentales.

b. Evaluacién de glucosa Post-STZ — Dia 0
Luego de la induccion con STZ, los niveles de glucosa se
monitorearon a las 24 horas de la administracion IP.
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El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion poseen diferencia significativa
(p<0.05). En la Tabla 22 y Figura N° 47 se muestra la comparacion
de los niveles de glucosa posteriores a la induccion de Diabetes entre

los grupos. (Anexo N° 9)

Al realizar el test de Tukey se observa que el nivel de glucosa del
grupo “Control (-)” difiere significativamente de los demas. Para los
grupos “Control (+)”, “Vitamina E” y extractos a dosis de “20 mg/Kg”
y “40 mg/Kg” no hay diferencia significativa dado que los valores de
elevacion promedio de glucosa son de hasta 487 + 8.19 mg/dL. Sin
embargo, el grupo “Preventivo” difiere significativamente de estas
dos agrupaciones como se muestra en la Tabla 21, logrando tener una
elevacion del nivel de glucosa de hasta 384 + 9.17 mg/dL. Esta
elevacion considerada como Diabetes al ser menor comparada con los
demés grupos que presentan hiperglicemia, indica que la
administracion del extracto etandlico a dosis de 20 mg/Kg previa a la
induccidn por un periodo de 15 dias previene la elevacion excesiva de

glucosa siendo esta menor en un 21.15%.

Tabla 22. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales Post-STZ Dia 0.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 106.33 = 10.50 C
Control (+) 3 48333 777 A
Vitamina E 3 487.00 819 A

Granada 20 mg/Kg 3 486.33 874 A
Granada 40 mg/Kg 3 480.00 755 A
Preventivo 3 384.00  9.17 B
Valor F critica 3.1059
Valor F 907.84
Valor P 4.9099 x 1071°

S.D.: Desviacion estandar
La hiperglicemia presentada en los grupos de estudio con valores que

superan los 200 mg/dL de glucosa, indican que la induccion de
Diabetes se realizd con éxito a una dosis de 45 mg/Kg de STZ.
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Figura N° 47. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales Post-STZ Dia 0.

c. Evaluacion de glucosa Dia 3
El anélisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 3 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 23 y Figura N° 48 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 10)

Tabla 23. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 3.

Grupo N Media S.D.  Agrupacion
Control (-) 3 110.67 @ 7.09 D
Control (+) 3 49400 173 A
Vitamina E 3 458.67 @ 6.51 B

Granada 20 mg/Kg 3 470.67 @ 2.52 B
Granada 40 mg/Kg 3 458.00 3.61 B
Preventivo 3 367.67 | 9.07 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 1917.80
Valor P 5.5811 x 10717

S.D.: Desviacion estandar

El test de Tukey muestra que a los tres dias de iniciado el tratamiento
el nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
de los deméas manteniendo su concentracion en 110.67 + 7.09 mg/dL.

El grupo “Control (+)” presentd un ligero aumento del nivel de
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glucosa con un valor promedio de 494 + 1.73 mg/dL debido a que este

solo recibid el vehiculo empleado en los demas tratamientos.

530.00
480.00
430.00
380.00 —
330.00
280.00
230.00
180.00
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—
80.00

Control + G. 20 mg/Kg Preventivo
Control - Vitamina E G. 40 mg/Kg

Figura N° 48. Comparacién del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 3.

Los grupos “Vitamina E” con un nivel de glucosa de 458.67 + 6.51
mg/dL, extracto a dosis de “20 mg/Kg” con 470.67 + 2.52 mg/dL y
“40 mg/Kg” con 458 + 3.61 mg/dL no poseen diferencia significativa
entre si, pero difieren de los grupos “Control (-)”, “Control (+)”. El
grupo “Preventivo” difiere significativamente de los demas grupos
con un nivel promedio de glucosa de 367.67 + 9.07 mg/dL
presentando efecto hipoglicemiante mayor seguido de los otros

tratamientos.

d. Evaluacion de glucosa Dia 6
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 6 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 24 y Figura N° 49 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 11)

El test de Tukey muestra que a los seis dias de iniciado el tratamiento
el nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
de los deméas manteniendo su concentracion en 111.33 + 12.42 mg/dL.

El grupo “Control (+)” disminuy6 ligeramente el nivel de glucosa con
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un valor promedio de 481.33 £ 19.7 mg/dL debido a que este solo
recibio el vehiculo empleado en los demas tratamientos y no difiere
significativamente del grupo tratado a dosis de “20 mg/Kg” con
456.67 = 4.51 mg/dL a pesar de este haber disminuido el nivel de

glucosa.

Tabla 24. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 6.

Grupo N Media S.D.  Agrupacion
Control (-) 3 111.33  12.42 D
Control (+) 3 48133 197 A
Vitamina E 3 421.00 = 5.57 B

Granada 20 mg/Kg 3 456.67 451 A
Granada 40 mg/Kg 3 422.67 5.69 B
Preventivo 3 346.33  6.66 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 499.01
Valor P 1.7524 x 10713

S.D.: Desviacién estandar
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Figura N° 49. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 6.

Los grupos “Vitamina E” con un nivel de glucosa de 421 + 5.57
mg/dL y el extracto a dosis de “40 mg/Kg” con 422.67 + 5.69 mg/dL
no poseen diferencia significativa entre si, pero difieren de los demés
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grupos. El grupo “Preventivo” difiere significativamente con un nivel
promedio de glucosa de 346.33 £+ 6.66 mg/dL.

Los tratamientos con vitamina E, el extracto a 40 mg/Kg y preventivo
muestran disminucion de la concentracién de glucosa, siendo el

tratamiento preventivo con mayor efecto hipoglicemiante.

e. Evaluacion de glucosa Dia 9
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 9 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 25 y Figura N° 50 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 12)

El test de Tukey muestra que a los nueve dias de iniciado el
tratamiento el nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere
significativamente de los demas con una concentracion de 99.67 +
6.66 mg/dL. El grupo “Control (+)” disminuyd ligeramente el nivel
de glucosa con un valor promedio de 478.33 + 7.09 mg/dL debido a
que este solo recibio el vehiculo empleado en los demas tratamientos.

Tabla 25. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 9.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3  99.67 @ 6.66 E
Control (+) 3 47833 7.09 A
Vitamina E 3 38833 4.04 C

Granada 20 mg/Kg 3 430.67 451 B
Granada 40 mg/Kg 3 394.00 557 C
Preventivo 3 1 323.67  8.50 D
Valor F critica 3.1059
Valor F 1376.18
Valor P 4.0732 x 10716

S.D.: Desviacion estandar

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
con un nivel de glucosa promedio de 430.67 = 4.51 mg/dL difiere de
los otros grupos y presenta el menor efecto hipoglicemiante de todos

los tratamientos. Los grupos “Vitamina E” y el extracto a dosis de “40
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mg/Kg” con un nivel de glucosa de 388.33 £ 4.04 mg/dL y 394 + 5.57
mg/dL respectivamente no poseen diferencia significativa entre si. El
grupo “Preventivo” difiere significativamente de los demas grupos

con un nivel promedio de glucosa de 323.67 £+ 8.50 mg/dL.
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Figura N° 50. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 9.

Los tratamientos con vitamina E, el extracto a 40 mg/Kg y preventivo
muestran disminucién de la concentracion de glucosa, siendo el
tratamiento preventivo con mayor efecto hipoglicemiante seguido de
los tratamientos con vitamina E y extracto a 40 mg/Kg.

f. Evaluacion de glucosa Dia 12
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacién al dia 12 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 26 y Figura N° 51 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 13)

El test de Tukey muestra que a los doce dias de iniciado el tratamiento
los grupos de estudio evidencian diferencia significativa. El nivel de
glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente de los
demas con una concentracién de 111 + 11.27 mg/dL y el grupo

“Control (+)” aumento ligeramente el nivel de glucosa con un valor
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promedio de 489.33 + 4.04 mg/dL debido a que este solo recibid el

vehiculo empleado en los demas tratamientos.

Tabla 26. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 12.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3  111.00  11.27 F
Control (+) 3 48933 4.04 A
Vitamina E 3 339.67  4.93 D

Granada 20 mg/Kg 3 1396.00 4.58 B
Granada 40 mg/Kg 3 1365.33 ' 6.03 C
Preventivo 3 130333 4.73 E
Valor F critica 3.1059
Valor F 1159.41
Valor P 1.1364 x 10715

S.D.: Desviacion estandar

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
muestra diferencia significativa con un nivel de glucosa promedio de
396 *+ 4.58 mg/dL presenta el menor efecto hipoglicemiante de todos
los tratamientos, seguido del extracto a dosis de “40 mg/Kg” con un
nivel de glucosa de 365.33 £ 6.03 mg/dL. El grupo “Vitamina E” y
“Preventivo” con una concentracion de glucosa de 339.67 + 4.93

mg/dL y 303.33 + 4.73 mg/dL respectivamente, tienen buena eficacia.
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Figura N° 51. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 12.
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En la evaluacion de los tratamientos al dia 12 se ve una diferencia
notable de los niveles de glucosa, siendo el tratamiento “Preventivo”
con mayor efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados con

“Vitamina E” y extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg.

g. Evaluacion de glucosa Dia 15
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 15 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 27 y Figura N° 52 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 14)

El test de Tukey muestra que hay diferencia significativa entre los seis

grupos de estudio en un periodo de gquince dias de tratamiento.

El nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
con una concentracion de 105.67 = 10.50 mg/dL. El grupo “Control
(+)” disminuyd ligeramente el nivel de glucosa con un valor promedio
de 473.67 £ 4.93 mg/dL debido a que este solo recibio el vehiculo

empleado en los demas tratamientos.

Tabla 27. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 15.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 105.67 @ 10.50 F
Control (+) 3 47367 493 A
Vitamina E 3 307.67 4.16 D

Granada 20 mg/Kg 3 1363.33  5.03 B
Granada 40 mg/Kg 3 133833 6.11 C
Preventivo 3 1285.00  7.00 E
Valor F critica 3.1059
Valor F 993.78
Valor P 2.8583 x 10~ 1°

S.D.: Desviacion estandar

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
muestra diferencia significativa con un nivel de glucosa de 363.33 +
5.03 mg/dL, presenta el menor efecto hipoglicemiante de todos los

tratamientos; seguido del extracto a dosis de “40 mg/Kg” con un nivel
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de 338.33 + 6.11 mg/dL. El grupo “Vitamina E”y “Preventivo” tienen
una concentracion de glucosa de 307.67 + 4.16 mg/dL y 285 + 7.00
mg/dL respectivamente.
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Figura N° 52. Comparacién del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 15.

Los tratamientos muestran una diferencia notable en los niveles de
glucosa; sin embargo, el tratamiento “Preventivo” posee el mayor
efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados con “Vitamina

E” y extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg.

h. Evaluacion de glucosa Dia 18
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ entre
los grupos de experimentacion al dia 18 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 28 y Figura N° 53 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 15)

Se aplico el test de Tukey donde el nivel de glucosa del grupo
“Control (-)” difiere significativamente con una concentracion de
97.33 £ 3.79 mg/dL. El grupo “Control (+)” aumento ligeramente el
nivel de glucosa con un valor promedio de 478.67 + 24.2 mg/dL
debido a que este solo recibié el vehiculo empleado en los demas
tratamientos.
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Tabla 28. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 18.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 97.33 @ 3.79 E
Control (+) 3 478.67 242 A
Vitamina E 3 285.00 4.58 C D

Granada 20 mg/Kg 3 323.67  7.57 B
Granada 40 mg/Kg 3 306.67 @ 2.08 B C
Preventivo 3 268.67 = 5.86 D
Valor F critica 3.1059
Valor F 374.43
Valor P 9.7056 x 10713

S.D.: Desviacion estandar

Los grupos tratados con el extracto a dosis de “20 mg/Kg” y “40
mg/Kg” no muestran diferencia significativa entre si con un nivel de
glucosa de 323.67 = 7.57 mg/dL y 306.67 + 2.08 mg/dL
respectivamente. El grupo “Vitamina E” tiene un nivel de glicemia de
285 + 4.58 mg/dL, no difiere del tratamiento a dosis de 40 mg/Kg,
pero si muestra diferencia del tratamiento a dosis de 20 mg/Kg. El
grupo “Preventivo” tiene una concentracion de glucosa de 268.67 +
5.86 mg/dL, no difiere del tratamiento con vitamina E, pero si del

resto de tratamientos y controles.
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Figura N° 53. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 18.
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La evaluacion de los tratamientos muestra una diferencia en los
niveles de glucosa respecto al dia 0, los tratamientos “Preventivo” y
“Vitamina E” poseen mayor efecto hipoglicemiante seguido de los
grupos tratados con el extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg y

20 mg/Kg.

i. Evaluacion de glucosa Dia 21
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 21 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 29 y Figura N° 54 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 16)

Al aplicar el test de Tukey resulto que el nivel de glucosa del grupo
“Control (-)” difiere significativamente con una concentracion de
113.33 = 7.23 mg/dL. El grupo “Control (+)” mantuvo el nivel de
glucosa con un valor promedio de 477 + 15.52 mg/dL debido a que

este solo recibio el vehiculo empleado en los demas tratamientos.

Tabla 29. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 21.

Grupo N Media S.D.  Agrupacion
Control (-) 3 11333 7.23 D
Control (+) 3 473.00 1552 A
Vitamina E 3 251.00 | 3.00 C

Granada 20 mg/Kg s 290.33 351 B
Granada 40 mg/Kg 3 287.00 = 4.58 B
Preventivo 3 248.33 = 351 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 692.88
Valor P 2.4695 x 10714

S.D.: Desviacion estandar

Los grupos tratados con el extracto a dosis de “20 mg/Kg” y “40
mg/Kg” no muestran diferencia significativa entre si con un nivel de
glucosa de 290.33 + 3.51 mg/dL y 287 + 4.58 mg/dL respectivamente,
estos difieren del resto de grupos. El grupo “Vitamina E” presenta un
nivel de glicemia de 251 + 3.00 mg/dL, no difiere del tratamiento

“Preventivo” que tiene una concentracion de glucosa de 248.33 + 3.51
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mg/dL, ambos grupos presentan mayor disminucién de la

hiperglicemia comparado del resto de tratamientos y controles.
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Figura N° 54. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 21.

La evaluacion de los tratamientos muestra una diferencia en los
niveles de glucosa, los tratamientos “Preventivo” y “Vitamina E”
poseen mayor efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados
con el extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg y 20 mg/Kg.

j. Evaluacion de glucosa Dia 24
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ entre
los grupos de experimentacion al dia 24 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 30 y Figura N° 55 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N°17)

Se aplico el test de Tukey dando como resultado que el nivel de
glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente con una
concentracion de 108.33 + 9.02 mg/dL. El grupo “Control (+)”
disminuyo el nivel de glucosa con un valor promedio de 468.33 +
15.28 mg/dL debido a que este solo recibi6 el vehiculo empleado en

los demas tratamientos.
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Tabla 30. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 24.

Grupo N Media S.D.  Agrupacion
Control (-) 3 108.33 = 9.02 D
Control (+) 3 468.33 | 15.28 A
Vitamina E 3 216.67 | 551 C

Granada 20 mg/Kg 3 262.33 | 11.68 B
Granada 40 mg/Kg 3 238.67 @ 4.04 B C
Preventivo 3 225.00 @ 3.46 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 492.27
Valor P 1.9005 x 10713

S.D.: Desviacion estandar

Los grupos tratados con el extracto a dosis de “20 mg/Kg” y “40
mg/Kg” no muestran diferencia significativa entre si con un nivel de
glucosa de 262.33 + 11.68 mg/dL y 238.67 + 4.04 mg/dL
respectivamente. El grupo “Preventivo” presenta un nivel de glicemia
de 225 + 3.46 mg/dL, no difiere de los tratamientos del extracto a
dosis de “40 mg/Kg” y “Vitamina E” que tiene una concentracion de
glucosa de 216.67 * 5.51 mg/dL, este dltimo difiere de los

tratamientos del extracto de “Granada” a ambas dosis.
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Figura N° 55. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 24.

Los tratamientos “Vitamina E”, ‘“Preventivo” y extracto Punica

granatum L. a dosis de “40 mg/Kg” evidenciaron poseer mayor efecto
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hipoglicemiante seguido del grupo tratado con el extracto a dosis de
20 mg/Kg.

k. Evaluacion de glucosa Dia 27
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 27 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 31 y Figura N° 56 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 18)

Tabla 31. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 27.

Grupo N Media S.D.  Agrupacion
Control (-) 3 100.00 | 11.53 D
Control (+) 3 472.67 @ 6.03 A
Vitamina E 5 191.33  4.04 C

Granada 20 mg/Kg 3 234.67 @ 7.23 B
Granada 40 mg/Kg 3 193.00 5.57 C
Preventivo 3 200.00 5.29 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 964.25
Valor P 34237 x 107>

S.D.: Desviacion estandar

El test de Tukey dio como resultado que el nivel de glucosa del grupo
“Control (-)” difiere significativamente con una concentracion de 100
+ 11.53 mg/dL. El grupo “Control (+)” aumento el nivel de glucosa
con un valor promedio de 472.67 + 6.03 mg/dL debido a que este solo

recibi6 el vehiculo empleado en los demas tratamientos.

El grupo tratado con el extracto a dosis de “20 mg/Kg” difiere
significativamente de los demas tratamientos con un nivel de glucosa
de 234.67 + 7.23 mg/dL siendo el tratamiento con menor efecto
hipoglicemiante. El grupo “Preventivo” presenta un nivel de glucosa
de 200 + 5.29 mg/dL, el tratamiento a dosis de “40 mg/Kg” con 193
+ 5.57 mg/dL y “Vitamina E” con un valor de 191.33 + 4.04 mg/dL
no difieren entre si, pero si son significativamente diferentes de los

demas grupos.
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Figura N° 56. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 27.

La evaluacion a los veintisiete dias de los tratamientos muestra una
diferencia en los niveles de glucosa. Los tratamientos “Vitamina E”,
extracto Punica granatum L. a dosis de “40 mg/Kg” y “Preventivo”
poseen mayor efecto hipoglicemiante respecto al grupo tratado con el
extracto a dosis de 20 mg/Kg.

I. Evaluacion de glucosa Dia 30
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 30 del tratamiento poseen
diferencia significativa (p<0.05). En la Tabla 32 y Figura N° 57 se
muestra la comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo
N° 19)

Como resultado al aplicar el test de Tukey, se obtuvo que el nivel de
glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente con una
concentracion promedio de 97 + 7.00 mg/dL. El grupo “Control (+)”
mantuvo su nivel de glucosa con un valor promedio de 472.67 + 6.66
mg/dL debido a que este solo recibid el vehiculo empleado en los
demés tratamientos.
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Tabla 32. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 30.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 97.00 @ 7.00 E
Control (+) 3 47267 6.66 A
Vitamina E 3 | 15467  7.37 D

Granada 20 mg/Kg 3 1 210.33  1.53 B
Granada 40 mg/Kg 3 | 146.00 5.57 D
Preventivo 3 | 176.67  3.79 C

Valor F critica 3.1059
Valor F 1659.27
Valor P 1.3287 x 10716

S.D.: Desviacion estandar

El grupo tratado con el extracto a dosis de “20 mg/Kg difiere
significativamente de los demas tratamientos con un nivel de glucosa
de 210.33 = 1.53 mg/dL, este tratamiento presenta el menor efecto
hipoglicemiante. El grupo “Preventivo™ también difiere de los otros
grupos de estudio y presenta un nivel de glucosa de 176.67 + 3.79
mg/dL. El tratamiento “Vitamina E” y extracto dosis de “40 mg/Kg”
con 154.67 £ 7.37 mg/dL y 146 = 5.57 mg/dL respectivamente no
difieren entre si, pero si son significativamente diferentes de los

demas grupos.
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Figura N° 57. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 30.

La evaluacion a los treinta dias de administracion de los tratamientos

muestra una diferencia en los niveles de glucosa respecto al dia 0. Los
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tratamientos extracto Punica granatum L. a dosis de “40 mg/Kg” y
“Vitamina E” poseen mayor efecto hipoglicemiante seguido del
tratamiento “Preventivo” y el extracto a dosis de “20 mg/Kg” es el

que presenta menor efecto.

m. Evaluacion de glucosa Post-Tratamiento Dia 33
Luego de la administracion de los tratamientos por treinta dias a los
grupos de estudio, se realizo la suspension de estos a fin de analizar
los niveles de glucosa por un periodo de quince dias.

El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 33 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 33 y Figura N° 58 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 20)

Se aplico el test de Tukey, se obtuvo como resultado que el nivel de
glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente con una
concentracion promedio de 108.67 + 9.07 mg/dL. El grupo “Control
(+)” mantuvo su nivel de glucosa con un valor promedio de 475.33 +
15.04 mg/dL debido a que este solo recibi6 el vehiculo empleado en
los demas tratamientos.

Tabla 33. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 33.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 108.67  9.07 E
Control (+) 3 47533 15.04 A
Vitamina E 3 1153.33 5.77 C D

Granada 20 mg/Kg 3 20533 1.53 B
Granada 40 mg/Kg 3 | 140.67  8.02 D
Preventivo 3 168.00 4.58 C

Valor F critica 3.1059
Valor F 757.94
Valor P 1.4444 x 1014

S.D.: Desviacion estandar
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Figura N° 58. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 33.

El grupo tratado con el extracto a dosis de “20 mg/Kg difiere
significativamente de los demas tratamientos con un nivel de glucosa
de 205.33 = 1.53 mg/dL, grupo que presenta el menor efecto
hipoglicemiante. El grupo “Preventivo” tiene un nivel de glucosa de
168 + 4.58 mg/dL que no difiere del nivel de glucosa de “Vitamina
E” con un nivel de 153.33 + 5.77 mg/dL, este Ultimo no presenta
diferencia significativa con el extracto a dosis de “40 mg/Kg” con
140.67 + 8.02 mg/dL.

La evaluacidon del nivel de glicemia al tercer dia de suspendidos los
tratamientos muestra una diferencia en los niveles de glucosa. Los
tratamientos extracto Punica granatum L. a dosis de “40 mg/Kg” y
“Vitamina E” poseen mayor efecto hipoglicemiante seguido del
tratamiento “Preventivo” y el extracto a dosis de “20 mg/Kg” es el

que presenta menor efecto.

n. Evaluacion de glucosa Post-Tratamiento Dia 36
El anélisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 36 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 34 y Figura N° 59 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 21)
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Tabla 34. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 36.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 1110.33 | 6.03 F
Control (+) 3 148167 | 252 A
Vitamina E 3  153.00 ' 7.55 D

Granada 20 mg/Kg 3 | 202.67 | 2.52 B
Granada 40 mg/Kg 3 | 140.00 | 4.36 C
Preventivo 3 166.33 | 2.31 E
Valor F critica 3.1059
Valor F 2591.99
Valor P 9.1783 x 10718

S.D.: Desviacion estandar

Se aplico el test de Tukey resultando diferencias entre los seis grupos.

El nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
manteniendo una concentracion promedio de 110.33 £ 6.03 mg/dL.
El grupo “Control (+)” aumento ligeramente su nivel de glucosa con
un valor promedio de 481.67 + 2.52 mg/dL debido a que este solo

recibid el vehiculo empleado en los demas tratamientos.
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Figura N° 59. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 36.

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
muestra diferencia significativa con un nivel de glucosa de 202.67 +
2.52 mg/dL, presenta el menor efecto hipoglicemiante de todos los

tratamientos; seguido del grupo “Preventivo” con un nivel de 166.33
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+ 2.31 mg/dL. El grupo “Vitamina E” y extracto a dosis de “40
mg/Kg” tienen una concentracion de glucosa de 153 + 7.55 mg/dL y

140 + 4.36 mg/dL respectivamente.

La evaluacion del nivel de glicemia al sexto dia de suspendidos los
tratamientos muestra una diferencia notable en los niveles de glucosa,
el tratamiento de extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg posee el
mayor efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados con

“Vitamina E” y “Preventivo”.

0. Evaluacion de glucosa Post-Tratamiento Dia 39
El andlisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacién al dia 39 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 35y Figura N° 60 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 22)

Se aplico el test de Tukey, se obtuvo como resultado que el nivel de
glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente con una
concentracion promedio de 105 + 7.21 mg/dL. El grupo “Control (+)”
disminuyd ligeramente su nivel de glucosa con un valor promedio de
47450 + 7.78 mg/dL debido a que este solo recibio el vehiculo

empleado en los demas tratamientos.

Tabla 35. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 39.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 105.00 7.21 E
Control (+) 2 | 47450 7.78 A
Vitamina E 3 | 151.33 6.66 C D

Granada 20 mg/Kg 3 | 203.00 2.65 B
Granada 40 mg/Kg 3 1 136.33 551 D
Preventivo 3 164.00 3.61 C

Valor F critica 3.2039
Valor F 1238.65
Valor P 9.6932 x 10~ 1°

S.D.: Desviacion estandar
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Figura N° 60. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 39.

El grupo tratado con el extracto a dosis de “20 mg/Kg difiere
significativamente de los demas tratamientos con un nivel de glucosa
de 203 + 2.65 mg/dL, grupo que presenta el menor efecto
hipoglicemiante. El grupo “Preventivo” tiene un nivel de glucosa de
164 + 3.61 mg/dL que no difiere del nivel de glucosa de “Vitamina
E” con un nivel de 151.33 £ 6.66 mg/dL, este Gltimo no presenta
diferencia significativa con el extracto a dosis de “40 mg/Kg” con
136.33 + 5.51 mg/dL.

La evaluacion del nivel de glicemia al noveno dia de suspendidos los
tratamientos muestra una diferencia en los niveles de glucosa. Los
tratamientos del extracto Punica granatum L. a dosis de “40 mg/Kg”
y “Vitamina E” poseen mayor efecto hipoglicemiante seguido del
tratamiento “Preventivo” y el extracto a dosis de “20 mg/Kg” es el

que presenta menor efecto.

p. Evaluacion de glucosa Post-Tratamiento Dia 42
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 42 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 36 y Figura N° 61 se muestra la
comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N°23)
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Tabla 36. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 42.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 1109.33 | 7.23 F
Control (+) 1 476.0 0.00 A
Vitamina E 3 148.67 | 451 D

Granada 20 mg/Kg 3 1199.33 351 B
Granada 40 mg/Kg 3 1133.67  5.13 E
Preventivo 3 1164.67  4.93 C
Valor F critica 3.3258
Valor F 830.25
Valor P 9.3735 x 10713

S.D.: Desviacion estandar

Al aplicar el test de Tukey, los resultados presentan diferencias entre

los seis grupos.

El nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
manteniendo una concentracion promedio de 109.33 + 7.23 mg/dL.
El grupo “Control (+)” mantuvo su nivel de glucosa con un valor
promedio de 476 £ 0.00 mg/dL debido a que este solo recibio el

vehiculo empleado en los demas tratamientos.

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
muestra diferencia significativa con un nivel de glucosa de 199.33
3.51 mg/dL presenta el menor efecto hipoglicemiante de todos los
tratamientos, seguido del grupo “Preventivo” con un nivel de 164.67
+ 4.93 mg/dL. El grupo “Vitamina E” y extracto a dosis de “40
mg/Kg” tienen una concentracion de glucosa de 148.67 + 4.51 mg/dL
y 133.67 = 5.13 mg/dL respectivamente.

La evaluacién del nivel de glicemia al doceavo dia de suspendidos los
tratamientos muestra una diferencia notable en los niveles de glucosa,
el tratamiento de extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg posee el
mayor efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados con

“Vitamina E” y “Preventivo”.
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Figura N° 61. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 42.

g. Evaluacion de glucosa Post-Tratamiento Dia 45
El analisis estadistico muestra que los niveles de glucosa Post-STZ
entre los grupos de experimentacion al dia 45 poseen diferencia
significativa (p<0.05). En la Tabla 37 y Figura N° 62 se muestra la

comparacion de los niveles de glucosa promedio. (Anexo N° 24)
Se aplico el test de Tukey resultando diferencias entre los seis grupos.

El nivel de glucosa del grupo “Control (-)” difiere significativamente
manteniendo una concentracion promedio de 111.67 + 4.16 mg/dL.
El grupo “Control (+)” mantuvo su nivel de glucosa con un valor
promedio de 478 + 0.00 mg/dL debido a que este solo recibid el

vehiculo empleado en los demas tratamientos.

El grupo tratado con el extracto de “Granada” a dosis de “20 mg/Kg”
muestra diferencia significativa con un nivel de glucosa de 200 £ 1.41
mg/dL presenta el menor efecto hipoglicemiante, seguido del grupo
“Preventivo” que tiene un nivel de 162 + 4.36 mg/dL. El grupo
“Vitamina E” y extracto de “40 mg/Kg” tienen una concentracion de
glucosa de 147 + 1.41 mg/dL y 132.33 + 3.51 mg/dL respectivamente,

tratamientos que presentan mayor disminucion del nivel de glicemia.
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Tabla 37. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 45.

Grupo N Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3  111.67  4.16 F
Control (+) 1 4780 0.00 A
Vitamina E 2  147.00 141 D

Granada 20 mg/Kg 2 1 200.00  1.41 B
Granada 40 mg/Kg 3 113233 351 E
Preventivo 3 1162.00  4.36 C
Valor F critica 3.68.75
Valor F 1774.29
Valor P 5.9392 x 10712

S.D.: Desviacion estandar
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Control + G. 20 mg/Kg Preventivo
Control - Vitamina E G. 40 mg/Kg

Figura N° 62. Comparacion del nivel de glucosa (mg/dL) entre los grupos
experimentales al Dia 45.

La evaluacion al doceavo dia de suspendidos los tratamientos muestra
que el tratamiento de extracto de “Granada” a dosis de 40 mg/Kg
posee el mayor efecto hipoglicemiante seguido de los grupos tratados

con “Vitamina E” y “Preventivo”.
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Se puede observar que el analisis estadistico a los dias basal, 0, 3, 6, 9, 12,
15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42 y 45 entre los grupos experimentales,
determinaron que la toma de muestra de glucosa basal fue fundamental
para determinar el inicio del estudio en igualdad de condiciones entre los
grupos experimentales. Luego de la administracion de STZ, los niveles de
glucosa mayores a 200 mg/dL indican una induccion de Diabetes
experimental exitosa. En la primera parte del estudio se observo resultados
favorables para el grupo “Preventivo”, se observa también el buen efecto
hipoglicemiante del extracto a dosis de 40 mg/Kg en la parte final del

estudio y el extracto a dosis de 20 mg/Kg posee el menor efecto.

4.2.3. Evaluacién del nivel de glucosa promedio durante el periodo de
estudio.
Los resultados obtenidos de los niveles de glucosa durante el tratamiento
de 30 dias y el monitoreo post-tratamiento por 15 dias (total de 45 dias) de
estudio se especifican en la Tabla 38 y Figura N° 64 donde muestra el
efecto hipoglicemiante que posee Punica granatum L. “Granada” y la

vitamina E, usado como tratamiento control.

Los niveles de glucosa promedio para el “Control (-)” y “Control (+)”
fueron de 106.41 mg/dL y 455.83 mg/dL respectivamente, manteniendo

los valores estables a lo largo del estudio.

Los grupos a los que se les administré STZ para la induccion de Diabetes
tuvieron un incremento considerable en la concentracion de glucosa
respecto a los valores basales, este incremento oscila en un intervalo que
tiene como valor minimo promedio 384 + 9.17 mg/dL en el grupo
“Preventivo” y un valor maximo de 487 + 8.19 mg/dL de glucosa en el

grupo tratado con Vitamina E.

Para los grupos experimentales tratados con el extracto etandlico de
Punica granatum L. “Granada” a dosis de 20 mg/Kg, 40 mg/Kg,
preventivo y el tratamiento con vitamina E; a los 30 dias de tratamiento
evidencian una disminucion considerable de los niveles de glucosa
respecto al dia 0. A partir del sexto dia de tratamiento empieza a
observarse una disminucién mas notable de la glicemia en los grupos.
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Durante el periodo de monitoreo post-tratamiento se observo que la
glicemia se mantenia o seguia disminuyendo, confirmando de esta manera

que los tratamientos usados son efectivos frente a la hiperglicemia.

Tabla 38. Niveles de glucosa promedio de los grupos de estudio durante 45
dias de monitoreo.

NIVEL DE GLUCOSA

Grupo Control (-) Control (+) Vitamina E
Basal 103.33 £ 9.07 98.33 +4.51 105.33 £ 5.51
Dia0O  106.33 +10.50 483.33 £ 7.77 487.00 + 8.19
~ Dia 3 110.67 £ 7.09 494.00 + 1.73 458.67 + 6.51
e, Dia6  111.33+1242 481.33 £ 19.66 421.00 + 5.57
g Dia9 99.67 + 6.66 478.33 £7.09 388.33 £ 4.04
s Dial2 111.00+11.27 489.33 + 4.04 339.67 £4.93
§ Dia15 105.67 + 10.50 473.67 £ 4.93 307.67 £4.16
% Dia 18 97.33+3.79 478.67 +24.19 285.00 £ 4.58
g Dia2l  11333+7.23 473.00 + 15.52 251.00 £ 3.00
5 Dia24  108.33 +9.02 468.33 + 15.28 216.67 £5.51
3 Dia27 100.00 + 11.53 472.67 £ 6.03 191.33+4.04
E Dia 30 97.00 + 7.00 472.67 + 6.66 154.67 £ 7.37
8 Dia33 108.67 +9.07 475.33 + 15.04 153.33 £5.77
é Dia36  110.33 +6.03 481.67 + 2.52 153.00 + 7.55
Dia39  105.00 +7.21 474,50 + 7.78 151.33 + 6.66
Dia42  109.33 +7.23 476.00 + 0.00 148.67 £4.51
Dia45  111.67+4.16 478.00 + 0.00 147.00 £ 1.41
Grupo Granada 20 Granada 40 B
mg/Kg mg/Kg
Basal 98.67 £ 3.51 103.67 + 5.86 111.67 + 4.51
Dia0 486.33 + 8.74 480.00 + 7.55 384.00 £9.17
~ Dia 3 470.67 + 2.52 458.00 + 3.61 367.67 £9.07
S Dia 6 456.67 + 4.51 422.67 £5.69 346.33 £ 6.66
g Dia9  430.67 +4.51 394.00 + 5.57 323.67 + 8.50
< Dial2  396.00 +4.58 365.33 £ 6.03 303.33+4.73
§ Dial5  363.33+5.03 338.33+6.11 285.00 £ 7.00
% Dia18  323.67 +7.57 306.67 +2.08 268.67 £5.86
2 Dia2l  290.33+351 287.00 £ 4.58 248.33 £ 351
S Dia24 262.33+11.68 238.67 £4.04 225.00 £ 3.46
= Dia27  234.67+7.23 193.00 £ 5.57 200.00 £5.29
E Dia30  210.33+1.53 146.00 £ 5.57 176.67 + 3.79
8 Dia33 205.33+252 140.67 £ 8.02 168.00 + 4.58
S Dia36 202.67+2.65 140.00 £ 4.36 166.33 £ 2.31
©  Dia3g 203.00 £ 3.51 136.33 £5.51 164.00 + 3.61
Dia42  199.33 +1.53 133.67 £5.13 164.67 +4.93
Dia45  200.00 +1.41 132.33 +3.51 162.00 + 4.36
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Figura N° 64. Comparacion de los niveles de glucosa promedio de los grupos de
estudio durante 45 dias de monitoreo.

El mayor efecto hipoglicemiante se le confiere al extracto etandlico a una
dosis de 40 mg/Kg con un 72.43% de disminucién del nivel de glucosa,
seguido del tratamiento de vitamina E con un 69.82%. El grupo
“Preventivo” presentd un 57.81% de disminucion, resultado ligeramente
menor al 58.88% del extracto etandlico a dosis de 20 mg/Kg. Sin embargo,
cabe recalcar que las unidades de experimentacion del grupo preventivo
presentaron una elevacion de glicemia de 384 mg/dL, notablemente menor
en comparacion con los demas grupos como se muestra en el Figura N°
63. Ademas, al comparar los valores finales al dia 45 de glicemia, el
tratamiento que menor efecto hipoglicemiante presentd fue el extracto

etanolico a dosis de 20 mg/Kg.

4.2.4. Evaluacion del Area Bajo la Curva de los Grupos Experimentales
La comparacion del Area Bajo la Curva (AUC) tiene como finalidad
evaluar si existen similitudes o diferencias significativas entre los grupos
experimentales considerando las mediciones desde el inicio (Basal) hasta
el término del estudio (dia 45), para ello se realiz6 el analisis estadistico
ANOVAy la prueba de Tukey para una comparacion mas especifica entre
los grupos. El nivel de significancia resulté p<0.05.
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Tabla 39. Comparacién de area bajo la curva (AUC) de los grupos
experimentales.

Grupo N  Media S.D. Agrupacion
Control (-) 3 | 4894.83 | 127.25 D
Control (+) 3 11942283 | 2176.92 A
Vitamina E 3 1 11962.67 @ 343.14 B C

Granada 20 mg/Kg 3 1 13871.00 @ 433.35 B
Granada 40 mg/Kg 3 1 12311.33 | 136.97 B C
Preventivo 3 1 11289.83 | 176.77 C
Valor F critica 3.1059
Valor F 76.90
Valor P 1.0832x 1078

S.D.: Desviacion estandar

El test de ANOVA del area bajo la curva de los diferentes tratamientos dio
como resultado la existencia de diferencia significativa entre los grupos de
estudio. (Anexo N° 25)

22500
20500
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16500
14500
12500 p— i
10500

8500

6500
4500 a

Hox

AUC

2500

Control + G. 20 mg/Kg Preventivo
Control - Vitamina E G. 40 mg/Kg

Figura N° 65. Comparacién de area bajo la curva (AUC) de los grupos experimentales.

Luego de realizado el test de Tukey como se observa en la Tabla 39 y
Figura N° 65, el grupo “Control (-)” tiene area promedio de 4894.83 +
127.25 que es diferentemente significativo por ser el AUC de menor valor
en comparacion con los otros grupos de estudio, este valor hace referencia
a los valores de glicemia del grupo que no fue inducido a Diabetes. Por el
contrario, el grupo “Control (+)” tiene un area promedio de 19422.83

+2176.92, ésta es el area de mayor valor por ser el grupo inducido a
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Diabetes que presenta niveles elevados de glucosa al que se le administrd
el vehiculo empleado en los demas tratamientos. Se concluye que existe
una relacion inversamente proporcional entre el AUC y el efecto
hipoglicemiante.

De los grupos que recibieron los tratamientos, el tratamiento de extracto
etanolico de Punica granatum L. a dosis de “20 mg/Kg” mostrd un area
bajo la curva de 13871 + 433.35 indicando que existe diferencia
significativa comparado con los grupos controles; sin embargo, no difiere
de los tratamientos de extracto a dosis de “40 mg/Kg” y “Vitamina E” con
valores de 12311.33 £ 136.97 y 11962.67 + 343.14 respectivamente. Estos
dos ultimos grupos no presentan diferencia significativa con el grupo
“Preventivo” que presenta un area bajo la curva de 11289.83 £176.77. Los
grupos tratados con el extracto etanolico de Punica granatum L. a las dosis
usadas, la vitamina E y el grupo preventivo tienen areas bajo la curva

significativamente menores al “Control (+)” que fue inducido a Diabetes.

Mediciones
= CONTROL - = PREVENTIVO VITAMINA E
GRANADA 40 = GRANADA 20 = CONTROL +

Figura N° 66. Area bajo la curva (AUC) de los diferentes tratamientos en relacion al
tiempo de estudio.

Se llega a la conclusion que el mejor tratamiento con efecto
hipoglicemiante es el Preventivo dado al menor valor calculado de &rea

bajo la curva, seguido de la vitamina E y extracto de “Granada” a dosis de
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40 mg/Kg. Finalmente, el tratamiento del extracto a dosis de 20 mg/Kg

fue el de menor eficacia frente a la hiperglicemia.

La Figura N° 66 muestra las areas bajo la curva de los resultados de los

tratamientos empleados.

La disminucion de los niveles séricos de glucosa en la presente investigacion corrobora
lo hallado en el estudio titulado “Antioxidant effect of pomegranate against
streptozotocin-nicotinamide generated oxidative stress induced diabetic rats” de
Anahita Aboonabi y colaboradores, sobre las propiedades bioldgicas antioxidantes e
hipoglicemiantes de los compuestos fendlicos tales como flavonoides, taninos,
lignanos, xantonas, antocianinas, entre otros; contenidos en el jugo y semilla de Punica
granatum L. “Granada” al haberse demostrado la disminucion del estrés oxidativo y del
nivel sérico de glucosa generados por la induccion de Diabetes en ratas. Ademas, los
articulos cientificos de Raghad Khalid Al-Ishaq y colaboradores, titulado “Flavonoids
and their anti-diabetic effects: Cellular mechanisms and effects to improve blood sugar
levels”, y de Lan Bai y colaboradores, titulado “Antidiabetic potential of flavonoids
from traditional chinese medicine: A review”; indican que flavonoides como
quercetina, kaempferol, luteolina, apigenina, catequina y miricetina ayudan a reducir el
nivel de glucosa sérico por el aumento de la captacion de esta en el musculo esquelético
y adiposo a través de la activacion de PPAR y/o al estimular la translocacion de GLUT4;
promueven la sintesis y secrecion de insulina; inhiben la secrecion de citoquinas
proinflamatorias por su accion inhibitoria sobre NFkB y TNFa evidenciandose el efecto
antiinflamatorio sobre las células beta pancreaticas; mejoran la viabilidad, proliferacion
celular y disminuyen la apoptosis celular en el pancreas; también restablecen los
sistemas antioxidantes endégenos por la activacion de Nrf2 protegiendo a las células de
la oxidacion en lipidos, proteinas y &cidos nucleicos. Estos mecanismos ayudan a evitar
y/o contrarrestar el dafio generado por la glucotoxicidad; a consecuencia protegen el
organismo de efectos nocivos que se presentan durante la enfermedad y complicaciones

asociadas@101.102),

Los AGPI como el &cido araquiddnico y el acido linoleico presentes en la semilla de
Punica granatum L. “Granada” como lo evidencia la presente investigacion, mejoran la
sensibilidad a la insulina, previenen la disminucién de su secreciéon y disminuyen la
glucosa plasmatica debido a su unién como ligandos de PPAR estimulando la activacion
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de esta via, dicha informacion se encuentra en la revision cientifica de Thomas
Sonnweber y colaboradores, titulada “Arachidonic acid metabolites in cardiovascular
and metabolic diseases ” y en el articulo cientifico de Martha A. Belury y colaboradores,

titulado “Linoleic acid, glycemic control and type 2 Diabetes” 103104,

Los compuestos fendlicos tales como flavonoides y taninos, y los AGPI presentes en
los extractos; segin como indican los articulos cientificos citados anteriormente, serian
los responsables del efecto hipoglucemiante que se le atribuye a las semillas de Punica

granatum L. “Granada”.

5. Ensayo DPPH: “Determinacion de la capacidad antioxidante”
Para determinar la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de las

semillas de Punica granatum L. “Granada” se utilizo el método DPPH.

5.1. Elaboracién de la Curva de Calibracién
Se prepard las soluciones stock de los reactivos de DPPH y Trolox y los
estandares que se usaron para la curva de calibracion como se describe en la parte
3.7.2 'y 3.7.3 del Capitulo Il. Los estandares de trolox que fueron tratados con el

reactivo DPPH se muestran en la siguiente figura.

La coloracion de los estandares de trolox para la curva de calibracion se aprecian

en la siguiente figura:

Figura N° 67. Estandares de trolox tratados con DPPH.
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El radical DPPH de coloracion violeta puede decolorarse hasta amarillo ante la
presencia de una sustancia antioxidante. Las absorbancias obtenidas de los
estandares de Trolox luego de la lectura a 517 nm en el espectrofotdmetro se

muestran en la Tabla 40.

Tabla 40. Calibracion del método DPPH.

5 1.4197  1.4205 @ 1.4226 1.4209 0.0015 0.11
10 1.2806 @ 1.2855  1.3006 1.2889 0.0104 0.81
15 1.1652 @ 1.1506 @ 1.1438 1.1532 0.0109 0.95
20 1.0306 @ 1.0347 1.0238 1.0297 0.0055 0.53
25 0.8843 0.8942 0.9010 0.8932 0.0084 0.94

S.D.: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacion porcentual.

Para la obtencion del grafico de la curva de calibracion del método DPPH se
utilizé el promedio obtenido de las absorbancias de los estandares de Trolox y sus
concentraciones. Del promedio de las tres repeticiones se obtuvo un r? de 0.9998
cercano a la unidad lo que indica linealidad, la ecuacion de regresion consta de
una pendiente [b] de -0.0263 y un intercepto [a] de 1.5516. A partir de estos

valores se realizaron los calculos correspondientes.

La curva de calibracion se presenta en la Figura N° 68.

1.5000 1.4209
1.4000
< 1.3000
E
< 1.2000
2
S 1.1000
o]
< 1.0000
0.9000

0.8000
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (UM)

y =-0.0263x + 1.5516
R2=10.9998

0.8932

—e—Trolox ——Lineal (Trolox)

Figura N° 68. Curva de calibracion de método DPPH.
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5.2. Determinacion de la concentracion de las muestras
Las muestras de los extractos de “Granada” y de vitamina E se prepararon como
indica el apartado 3.7.4 del Capitulo Il para obtener posteriormente las lecturas
de la absorbancia. La concentracién de las muestras esta expresada en micro mol
(uM) de equivalente Trolox (TE) que es calculada a partir de la ecuacion de
regresion lineal de la curva de calibracidn que se encuentra la Figura N° 68.

Ecuacion de regresion lineal —  y =-0.0263x + 1.5516

Donde:  y =absorbancia

X = concentracion

Tabla 41. Concentracion de extractos de semilla de *Granada" y vitamina E en uM TE
por el método DPPH.

Eé(ttgzgtlo 1.0610 1.0640 1.0539| 1.0596 | 0.0052| 0.49 | 18.70
Extracto_ 1.1008 1.1145 1.0976 | 1.1043 |0.0090| 0.81 | 17.01
Acetato Etilo

Extracto 1.2775 1.2730 1.2699| 1.2735 |0.0038| 0.30 | 10.58
Hexano

Vltaénlna 1.0950 1.1024 1.0871| 1.0948 |0.0077| 0.70 | 17.37

S.D.: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacion porcentual. uM TE: uM equivalente trolox.

1.5000

1.4000 —&— Trolox

1.3000 —@— Extracto Etanol
[1+]
§ 1.2000 —— Extracto Acetato de
X Etilo
2 1.1000 Extracto Hexano
<

1.0000 L & Vitamina E

y =-0.0263x + 1.5516 .
0.9000 R2 = (0.9998 —— Lineal (Trolox)
0.8000
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (UM)

Figura N° 69. Datos de las muestras interpoladas en la curva de calibracion.
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La concentracion obtenida en uM TE de las muestras descrita en la Tabla 41 esta
referida Gnicamente a la cantidad de muestra afiadida al analisis. El factor de
dilucion final usado fue de 400, la concentracién real en mM TE para cada

extracto de “Granada” y vitamina E se detalla en la siguiente tabla.

Tabla 42. Concentracion en uM ET de los extractos de “Granada” y vitamina E.

Extracto Etanol 18.70 7.48
Extracto Acetato Etilo 17.01 6.80
Extracto Hexano 10.58 4,23
Vitamina E 17.37 6.95

TE: equivalente trolox. F.D.: Factor de dilucién (400)
5.3. Porcentaje de Inhibicion de DPPH en funcién de Trolox

Para hallar el porcentaje de inhibicion de DPPH de los estandares de Trolox
respecto a su concentracion se consideré como 100% de DPPH el blanco 2 con

una absorbancia de 1.5508.
El calculo del porcentaje de inhibicién de DPPH empled la siguiente formula:

AbSAntioxidante
AbSgianco

% Inhibicién = (1 — ) x 100

Donde: AbSntioxidante = Absorbancia de trolox o muestras

Absgianco = Absorbancia del blanco 2 (100% de DPPH)

Los resultados del célculo del porcentaje de inhibicion de DPPH para cada
estandar de Trolox se muestran en la Tabla 43.

Tabla 43. Porcentaje de inhibicion de DPPH.

5 8.72 7.59 8.81 8.37 0.6799 8.12
10 17.66 16.37 16.64 16.89 0.6804 4.03
15 25.08 25.15 26.69 25.64 0.9100 3.55
20 33.74 32.68 34.37 33.60 0.8541 2.54
25 43.14 41.83 42.25 42.41 0.6689 1.58

S.D.: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacion porcentual
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En la Figura N° 70 se observa la curva de calibracion del porcentaje de inhibicion
de DPPH frente a la concentracion de Trolox, obteniéndose un valor r? de 0.9998,
una pendiente [b] de 1.6955 y un intercepto [a] de -0.0507.

50.0
45.0
40.0

5 350

2 300

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (uM)

4241

y = 1.6955x - 0.0507
R2 =0.9998

% de Inhibic

8.37

—@—Trolox —— Lineal (Trolox)

Figura N° 70. Curva de calibracion de porcentaje de inhibicion de DPPH.

5.4. Porcentaje de inhibicion de DPPH de las muestras
A partir de las absorbancias obtenidas que se muestran en la Tabla 41 se realizaron
los calculos para hallar el porcentaje de inhibicion de DPPH de los extractos de
“Granada” y vitamina E usando la férmula mencionada en el apartado anterior
5.3. de esta seccidn. El porcentaje de inhibicion de los extractos se muestra en la
Figura N°71.

Tabla 44. Porcentaje de inhibicion de DPPH de los extractos de semilla de "Granada"
y vitamina E.

EXUacto | 3178 3078 3245 | 3167 [0.8404| 265
Etanol
Extracto
Acotato Etilo | 2922 2750 2065 | 2879 [11377| 395
Extracto | 1786 17.19 1860 | 17.88 [07053| 394
Hexano
Vltaénlna 2960 2828 3032 | 0.0 |10m6| 350

S.D.: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacion porcentual.
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El porcentaje de inhibicién de DPPH vy la concentracion de los extractos de
“Granada” fueron de 31.67% para 7.48 mM TE en el extracto etanolico, 28.79%
para 6.80 mM TE en el extracto de acetato de etilo y de 17.88% para 4.23 mM TE
en el extracto de hexano. Se expresd en moles (M) TE/100 g de semillas la
cantidad de equivalentes Trolox que presenta el espécimen de estudio, dando
como resultado 1.17 M TE/100 g en el extracto etanolico, 2.09 M TE/100 g en el
extracto de acetato de etiloy 1.35 M TE/100 g en el extracto de hexano. Por otro
lado, la vitamina E presenta un porcentaje de inhibicion de DPPH y concentracion
del 29.40% y 6.95 mM TE respectivamente.

50.0
45.0
—@— Trolox
40.0 y = 1.6955x - 0.0507
R2=0.9998
35.0 —@— Extracto Etanol
c
=)
;;f 30.0 —— Extracto Acetato de
€ 25.0 Etilo
é 20.0 Extracto Hexano
X
15.0 —©— Vitamina E
10.0
5.0 — Lineal (Trolox)
0.0
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (uM)

Figura N° 71. Porcentaje de inhibicion de DPPH de las muestras en la curva.

5.5. Comparacion de la Capacidad Antioxidante de las muestras
La comparacién de la capacidad antioxidante tiene como finalidad evaluar si
existen similitudes o diferencias significativas entre las muestras analizadas, para
ello se realiz6 el analisis estadistico ANOVA y la prueba de Tukey para una

comparacion més especifica entre los grupos.

Con los datos mostrados en la Tabla 44 se realizaron los test de ANOVA 'y Tukey

obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 45. ANOVA para comparacion de capacidad antioxidante de las muestras.

Entre grupos 341.6104 3 113.8701

Dentro de los 7.1369 8 0.8921
grupos 127.642 | 4.0662
Total 348.7473 11 |

S.C.: Suma de cuadrados. G.L.: Grados de libertad. V.C.: Valor critico

Tabla 46. Test de Tukey para comparacion de capacidad antioxidante de las muestras.

Etanol 31.67 A
Acetato de Etilo 28.79 B
Hexano 17.88 C
Vitamina E 29.40 A | B

Los resultados del test de ANOVA evidencian que existe diferencia significativa
a un nivel de confianza del 95% (p<0.05) entre las muestras y al menos una de

estas difiere de las demas.

El test de Tukey indica que hay diferencia significativa del extracto de hexano
respecto a las demas muestras. La comparacion de los extractos de “etanol —
vitamina E” y “acetato de etilo — vitamina E” no poseen diferencia; sin embargo,
al comparar los extractos de “etanol — acetato de etilo”, estos difieren

significativamente (Anexo N° 26).

40.00
35.00 31.67
28.79 29.40

30.00
85
'S 25.00
= 17.88
E 20.00 :
3 1500
RS

10.00

5.00

0.00

Etanol Acetato de Etilo Hexano Vitamina E
Muestras analizadas

Figura N° 72. Comparacion de porcentaje de inhibicion de las muestras.
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Como se indica en la Figura N° 72, las muestras que poseen mayor capacidad
antioxidante son extracto de etanol y la vitamina E con valores de 31.67% y
29.40% respectivamente, seguidos del extracto de acetato de etilo con 28.79% y
finalmente el extracto de hexano con 17.88% es el que presenta menor capacidad

antioxidante comparado con los demas extractos.

Los radicales libres tienen un rol importante sobre las moléculas sefializadoras que cumplen
funciones bioldgicas. Sin embargo, la produccion excesiva de estos conlleva al origen y
progresion de varias condiciones patolégicas. Las especies reactivas de oxigeno como H20»
y Oz y especies reactivas del nitrdgeno como NO;, intervienen en el proceso de transduccion
de sefiales en las células beta del pancreas y regulan la secrecion de insulina estimulada por
la glucosa, pero una excesiva sintesis de estos radicales libres promueve disfuncién
mitocondrial y metabolica teniendo como principal consecuencia la disfuncion de las células
pancreaticas; reflejandose en la reduccién de la secrecion de insulina, su sefializacion en
tejidos diana provocando intolerancia a la glucosa que puede conducir finalmente al estado

de Diabetes Mellitus®4549)

Tanto en el desarrollo de Diabetes Mellitus Tipo 1 y Diabetes Mellitus Tipo 2 se producen
citoguinas proinflamatorias y radicales libres por regulacion positiva y/o negativa de las vias
de sefalizacion celulares, resultando una alteracion del equilibrio oxidante/antioxidante
dando lugar a condiciones pro-oxidativas que desencadenan la muerte celular de las células

beta pancreéticas, mecanismo que ocurre de forma ciclica 85960,

Las sustancias antioxidantes juegan un rol importante en el equilibrio oxidativo enddgeno

previniendo y retardando la oxidacion de varios componentes celulares.

El estudio realizado de los extractos de semillas de Punica granatum L. “Granada” al ser
comparados con Vitamina E como control, presentan una elevada capacidad antioxidante y
como consecuencia un buen efecto hipoglicemiante, siendo ambos de caracter lipéfilo. Estas
evidencias proporcionan datos sobre la actividad antioxidante/hipoglicemiante de los
componentes de Punica granatum L. “Granada” y los posibles mecanismos por los que
acttan. La identificacion de flavonoides, taninos, alcaloides, esteroles y terpenos, asi como
la presencia de &cidos grasos insaturados tales como acido oleico, acido linolénico, acido

araquiddnico, é&cido cis-linoleico, &cido tricosanoico y é&cido docosahexenoico; por
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bibliografia se sabe que son compuestos que acttian sobre las vias de sefializacion celular
como NF-kB y TNFa inflamatorias y PPAR,ps metabolica bajo la regulacion negativa y
positiva respectivamente, también incrementan el sistema antioxidante enzimatico enddgeno
por una posible activacion de Nrf2; disminuyendo la formacion de citoquinas
proinflamatorias, radicales libres y sus marcadores como MDA, F2-isoprostanos, 8-OH-dG.
Como resultado brinda efecto protector sobre las células pancreéticas frente a la Diabetes al
mejorar su proliferacion y viabilidad, e inhibicion de la apoptosis. Por otro lado, estos
compuestos inhiben las enzimas a-glucosidasas disminuyendo la absorcion de glucosa en el
intestino, mejoran la accién y sensibilidad a la insulina a nivel sistémico, estimulan la
activacion y translocacion de la enzima GLUT4 dando lugar al aumento de la captacion de
glucosa en tejidos periféricos para su posterior metabolismo. Estos mecanismos
antiinflamatorios, antioxidantes, metabdlicos que resultan en una evidente disminucion de
la glucosa sérica; evitan el fendmeno de glucotoxicidad relacionado con las complicaciones

asociadas a Diabetes(16:64.68.71,99.97.98)
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Conclusiones

1.1. Los extractos de semillas de Punica granatum L. “Granada” obtenidos con
solventes de diferente polaridad; presentaron rendimientos de 10.6% del extracto
etandlico, 20.9% del extracto de acetato de etilo y 21.6% del extracto de hexano.

1.2. El analisis fitoquimico de los extractos obtenidos de las semillas de Punica
granatum L. “Granada” demostro la presencia de flavonoides, alcaloides,
esteroles y terpenos en los extractos de etanol, acetato de etilo y hexano; y la
presencia de taninos en los extractos etandlico y de acetato de etilo.

1.3. Elanalisis por cromatografia de gases de los acidos grasos presentes en el extracto
hexanico de semillas de Punica granatum L. “Granada’ mostré como resultado la
presencia de &cido oleico (65.51%), acido linolénico (3.64%), &cido araquiddnico
(2.51%), acido cis-linoleico 7.15%, é&cido tricosanoico 15.18% y acido cis-
4,7,10,13,16-docosahexenoico (6.01%).

1.4. Laactividad hipoglicemiante de los tres extractos de semillas de Punica granatum
L. “Granada” en Diabetes resultd ser efectiva. El extracto etandlico presentd
mayor eficacia en la disminucion de hiperglicemia en animales de
experimentacion durante el periodo de estudio a pesar de no llegar a niveles
normales de glucosa basal.

1.5. El extracto etan6lico de semillas de Punica granatum L. “Granada” a dosis de 20
mg/Kg y 40 mg/Kg disminuye el nivel de glicemia en porcentajes de 58.88% y
72.43% respectivamente.

1.6. Las semillas de Punica granatum L. “Granada” ayudan a disminuir los niveles de
glucosa séricos durante el proceso de Diabetes mas no cura la enfermedad. Por
otro lado, estas semillas poseen efecto preventivo al demostrar que los niveles de
hiperglicemia alcanzados luego de la induccion con STZ fueron 21.15% menores
comparados con los otros grupos y ayudd a disminuir los niveles de glucosa
durante el proceso de la enfermedad.

1.7. Los extractos de semillas de Punica granatum L. “Granada” poseen actividad
antioxidante, los resultados demostraron que el extracto etandlico tiene un valor

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE k-~ CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

de 31.67%, el extracto de acetato de etilo 28.79% y el extracto de hexano 17.88%

de capacidad antioxidante.

2. Recomendaciones
2.1. Realizar estudios que se dirijan a evaluar la dosis toxica del extracto etanolico de
semillas de Punica granatum L. “Granada” en animales de experimentacion.
2.2. Desarrollar una formula farmacéutica del extracto de semillas de Punica
granatum L. “Granada” para el tratamiento de Diabetes Mellitus.
2.3. ldentificar y determinar de modo experimental los mecanismos antioxidantes y
no antioxidantes por los cuales actia las semillas de Punica granatum L.

“Granada” para conseguir el efecto hipoglicemiante.
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ANEXOS

ANEXO N° 1 IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DEL
ESPECIMEN VEGETAL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN . 2= |

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS = ﬂ"@ %

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA CY Ky 3
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) Orey o>

CONSTANCIA N° 78 -2019-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Kathieen Fabiola Hinojosa Vera, alumina de
la Universidad Catdlica de Santa Marfa, para la realizacién de su tesis “ESTUDIO DEL EFECTO
HIPOGLUCEMIANTE Y ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO DE SEMILLAS DE Punica granatum L. EN
DIABETES INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE EN RATAS. AREQUIPA - 2019”. La muestra fue traida
al Laboratorio de Botanica al estado fenoldgico fresco para su determinacién en el Herbarium
Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente clasificacién y especie.

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Lythraceae

Género: Punica

Especie: Punica granatum L. var. Wonderful

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 16 de octubre del 2019.

Blgo. ficio Marjfio He mm

DIRECTO P
Herbarium Areqvipense (HUSA): -
B

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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ANEXO N° 2 CALCULOS PARA LA DOSIFICACION DE
ESTREPTOZOTOCINA'Y TRATAMIENTOS

Dosificacion de Estreptozotocina (45 mg/Kg)

20mg— 1000 g 4 mg— 1 ml
x—-305¢g 8.88mg-x
Xx= 6.1 mg x=1.5ml
Dosificacion de los Tratamientos
e Vitamina E
400 Ul - 70 Kg 1.143UI - 1 ml
x—0.305Kg 1.743 Ul - x
x=1.743 Ul x=1.5ml
e Extracto 20 mg/Kg
20 mg— 1000 g 4 mg—1ml
x—-305¢g 8.88 mg - x
x= 6.1 mg x=1.5ml
e Extracto 40 mg/Kg
40 mg—1000 g 8mg—1ml
x—-305¢g 122 mg-x
x=12.2 mg x=1.5ml
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ANEXO N° 3 RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Punica
granatum L. “Granada”

Extracciones Peso de los Extractos (g)

Etandlico Acetato de etilo Hexano

1 1.0621 2.1302 2.0785

2 1.0605 2.0729 2.1764

3 1.0892 2.3481 2.1681

4 1.0823 2.0413 2.0862

5 1.0529 2.0745 2.1767

6 1.0572 2.0374 2.2416

7 1.0634 2.0257 2.1374

8 1.0467 2.0238 2.1801

9 1.0591 2.1831 2.1693

10 1.0923 2.0382 2.1485
Promedio 1.0666 2.0975 2.1563
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ANEXO N° 4 INFORME DE ENSAYO: PERFIL DE ACIDOS GRASOS
DE Punica granatum L. “Granada”

‘ UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Ry g FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

‘\ LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

// Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
‘LEcc
- -

‘1:’ = laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (§) hitp://www.ucsm.edu.pe cf) Aptdo. 1350

== AREQUIPA - PERU
@ INFORME DE ENSAYO N° ANA03A20.004460

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Kathleen Fabiola Hinojosa Vera
Direccién del cliente : Av. Colonial 803- Ampliacion Paucarpata
RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Kathleen Fabiola Hinojosa Vera
Descripcion de la muestra : Aceite de semilla de granada

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra :1mL

Fecha de recepcién : 03/01/2020

Fecha de ejecucion de ensayo : 03/01/2020 al 10/01/2020
Fecha de emision de informe  : 10/01/2020

Pagina :1de2
I ANALISIS FISICO — QUIMICO:
ANALISIS [ UNIDADES [ RESULTADO
DETERMINACION CUANTITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS Cromatografia Gaseosa con
Deteccién de M Método de Cuantificacion, por Normalizacion Interna (Area) .
Acido Oleico % 66.510
Acido linolenico % 3.645
Acido Araquidonico B % 2.507 -
Acido cis-linoleico % 7.146
Acido Tricosanoico % 15.182
Acido cis 4,7,10,13,16-Docosahexanoico % 6.010
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
= edu.pe (P http/www.ucsm.edu.pe @) Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA03A20.004460

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Kathleen Fabiola Hinojosa Vera
Direccion del cliente : Av. Colonial 803- Ampliacion Paucarpata
RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Kathleen Fabiola Hinojosa Vera
Descripcion de la muestra : Aceite de semilla de granada
INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra t1mL

Fecha de recepcion : 03/01/2020

Fecha de ejecucién de ensayo : 03/01/2020 al 10/01/2020
Fecha de emisién de informe  :10/01/2020
Pagina :2de?2

OBSERVACIONES:

- La informacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

— Elmuestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibio.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

g\‘?gfivgﬁy CO,,

4 ot %Q"g.

Dr Jaifpé Cardenas Garcia S Qe
CQEF01575-CQFDA 00562 o§' ‘)r- &
- Director Técnico 'ig o
Lapdratgho de Ensayo y Control de Calicad 5% Y 2
S
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ANEXO N° 5 PRUEBA PILOTO: NIVEL DE GLUCOSA SANGUINEA
(mg/dL) EN RATAS TRATADAS CON LOS EXTRACTOS DE Punica
granatum L. “Granada” A DOSIS DE 10 mg/kg Y 20 mg/kg Y DE SU
GRUPO CONTROL (+)

Tabla de concentracién de glucosa (mg/dL) del Grupo Control Positivo (+)

NIVEL DE GLUCOSA
Grupo | N°de Concentracién de glucosa (mg/dL)
animal | 1 3 6 9 12 | 15 | 18 | 21 | 24 | 27 | 30

Control 1 498 | 506 | 479 | 483 | 468 | 475 | 452 | 461 | 473 | 469 | 456
+ 2 496 | 471 | 451 | 493 | 476 | 501 | 489 | 455 | 467 | 472 | 467

Tabla de concentracion de glucosa (mg/dL) de los grupos tratados con los extractos

de etanol, acetato de etilo y hexano a dosis de 10 mg/Kg

NIVEL DE GLUCOSA
Grupo Etanol (1) Acetato Etilo (1) Hexano (1)

N° de animal 3 4 5 6 7 8
Dia0 489 491 506 499 507 515
Dia 3 467 474 503 503 505 503
Dia 6 426 438 482 487 476 493
Dia 9 374 395 475 405 412 468

Dia 12 355 361 459 384 396 461

Dia 15 337 343 389 373 391 392

Dia 18 330 329 371 362 380 367

Dia 21 320 316 348 327 319 346

Dia 24 303 305 318 313 308 325

Dia 27 296 292 314 301 302 315

Dia 30 283 278 308 291 294 306

Concentracién de glucosa
(mg/dL)
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Tabla de concentracion de glucosa (mg/dL) de los grupos tratados con los extractos de

etanol, acetato de etilo y hexano a dosis de 20 mg/Kg

NIVEL DE GLUCOSA
Grupo Etanol (1) Acetato Etilo (1) Hexano (1)

N° de animal 9 10 11 12 13 14
Dia 0 501 504 491 503 499 493
Dia 3 482 480 476 482 461 474
Dia 6 459 461 450 446 433 441
Dia 9 425 418 411 403 404 412

Dia 12 397 387 387 391 385 397

Dia 15 368 354 369 357 368 372

Dia 18 331 326 328 331 339 341

Dia 21 286 289 305 296 314 306

Dia 24 241 253 283 275 297 293

Dia 27 217 239 256 248 286 283

Dia 30 204 211 231 237 263 265

Concentracion de glucosa
(mg/dL)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

ANEXO N° 6 PRUEBA EXPERIMENTAL: PESO DE RATAS
TRATADAS CON LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tabla de pesos (g) de los grupos Controles Negativo (-) y Positivo (+)

PESO
GRUPO CONTROL - CONTROL +
N° 1 2 3 4 5 6
Basal 224 226 229 227 230 228
0 222 224 225 224 228 226
5 229 227 223 218 222 220
10 227 223 224 213 215 216
15 228 226 222 205 209 207
20 226 220 225 196 202 200
25 223 224 221 190 196 193
30 224 223 226 185 189 195
35 222 220 224 181 183 190
40 226 224 223 178 - 181
45 223 223 228 - 2 177

Tabla de pesos (g) del grupo tratado con Vitamina E

PESO
GRUPO VITAMINA E

N° 7 8 9
Basal 226 228 229
0 223 226 225
S 216 218 222
10 210 213 215
15 198 207 207
20 203 199 200
25 190 193 195
30 187 189 188
25 184 185 182
40 183 179 180
45 181 - 179

Tabla de pesos (g) del grupo tratado con extracto etandlico de “Granada” 20 mg/Kg

PESO
GRUPO GRANADA 20 mg/kg
N° 10 11 12
Basal 224 230 227
0 220 227 225
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5 212 215 218

10 199 208 211

15 191 196 202

20 192 189 193

25 185 193 190

30 181 185 188

35 175 180 183

40 171 176 179

45 - 172 174

Tabla de pesos (g) del grupo tratado con extracto etanélico de “Granada” 40 mg/Kg

PESO
GRUPO GRANADA 40 mg/kg
N° 13 14 15
Basal 225 228 229
0 221 225 226
5 214 220 219
10 210 214 212
15 206 203 204
20 208 197 200
25 199 198 195
30 196 195 191
35 191 190 187
40 187 184 188
45 185 181 183

Tabla de pesos (g) del grupo Preventivo

PESO
GRUPO PREVENTIVO

N° 16 17 18
Basal 229 222 225
0 229 223 224

5 225 217 216
10 220 212 210
15 214 205 204
20 208 199 198
25 201 194 191
30 196 190 187
35 192 186 184
40 188 183 180
45 184 179 178
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ANEXO N° 7 PRUEBA EXPERIMENTAL: NIVEL DE GLUCOSA
SANGUINEA EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

Nivel de glucosa sanguinea en ratas normoglicémicas tratadas con aceite vegetal
(GRUPO 1 — Control negativo)

GRUPO CONTROL -
N° 1 2 3 MEDIA
Basal 110 107 93 103.33
0 117 106 96 106.33
3 112 103 117 110.67
6 118 119 97 111.33
9 107 94 98 99.67
12 118 117 98 111.00
15 95 116 106 105.67
18 99 100 93 97.33
21 118 117 105 113.33
24 109 117 99 108.33
27 113 91 96 100.00
30 97 90 104 97.00
33 117 99 110 108.67
36 104 111 116 110.33
39 113 103 99 105.00
42 101 113 114 109.33
45 113 107 1l 111.67

Nivel de glucosa sanguinea en ratas diabéticas tratadas con aceite vegetal (GRUPO 11
— Control positivo)

GRUPO CONTROL +
N° 1 2 3 MEDIA
Basal 94 103 98 98.33
0 481 492 477 483.33
3 493 493 496 494.00
6 504 469 471 481.33
9 477 472 486 478.33
12 485 493 490 489.33
15 468 476 4177 473.67
18 470 506 460 478.67
21 458 489 472 473.00
24 465 455 485 468.33
27 472 467 479 472.67
30 4177 476 465 472.67
33 458 485 483 475.33
36 482 479 484 481.67
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39 469 - 480 474.50
42 - - 476 476.00
45 - - 478 478.00

Nivel de glucosa sanguinea en ratas diabéticas tratadas con la vitamina E (GRUPO
11 — Tratamiento control)

GRUPO VITAMINA E
N° 1 2 3 MEDIA
Basal 111 105 100 105.33
0 485 496 480 487.00
3 452 465 459 458.67
6 416 420 427 421.00
9 384 389 392 388.33
12 342 334 343 339.67
15 309 303 311 307.67
18 280 286 289 285.00
21 248 251 254 251.00
24 211 217 222 216.67
27 187 192 195 191.33
30 152 149 163 154.67
33 150 150 160 153.33
36 152 146 161 153.00
39 147 148 159 151.33
42 149 144 153 148.67
45 146 - 148 147.00

Nivel de glucosa sanguinea en ratas diabéticas tratadas con el extracto etandlico de
Punica granatum L. “Granada” a dosis 20 mg/kg (GRUPO IV — Tratamiento 1)

GRUPO GRANADA 20 mg/Kg
N° 1 2 3 MEDIA
Basal 99 102 95 98.67
0 496 479 484 486.33
3 471 468 473 470.67
6 457 452 461 456.67
9 426 431 435 430.67
12 401 395 392 396.00
15 358 364 368 363.33
18 315 329 327 323.67
21 287 290 294 290.33
24 252 260 275 262.33
27 230 231 243 234.67
30 212 209 210 210.33
33 205 207 204 205.33
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36 200 203 205 202.67
39 201 202 206 203.00
42 196 199 203 199.33
45 i 201 199 200.00

Nivel de glucosa sanguinea en ratas diabéticas tratadas con el extracto etanolico de
Punica granatum L. “Granada” a dosis 40 mg/kg (GRUPO V - Tratamiento 2)

GRUPO GRANADA 40 mg/Kg
N° 1 2 3 MEDIA
Basal 106 97 108 103.67
0 479 488 473 480.00
3 457 462 455 458.00
6 429 421 418 422.67
9 400 393 389 394.00
12 371 359 366 365.33
15 345 333 337 338.33
18 306 305 309 306.67
21 283 286 292 287.00
24 243 238 235 238.67
27 199 192 188 193.00
30 147 151 140 146.00
33 140 149 133 140.67
36 142 143 135 140.00
39 139 140 130 136.33
42 135 138 128 133.67
45 136 132 129 132.33

Nivel de glucosa sanguinea en ratas pre y post tratadas con el extracto etandlico de
Punica granatum L. “Granada” a dosis 20 mg/kg (GRUPO VI - Preventivo)

GRUPO PREVENTIVO

N° 1 2 3 MEDIA

Basal 106 97 112 111.67
0 382 394 376 384.00
3 369 376 358 367.67
6 352 348 339 346.33
9 330 327 314 323.67
12 307 305 298 303.33
15 290 288 277 285.00
18 271 273 262 268.67
21 248 252 245 248.33
24 223 229 223 225.00
27 196 206 198 200.00
30 174 181 175 176.67
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33 163 172 169 168.00
36 165 169 165 | 166.33
39 160 167 165 | 164.00
42 159 168 167 164.67
45 157 165 164 | 162.00
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ANEXO N° 8 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA BASAL
ENTRE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 360.5 72.10
Error 12 | 400.0 33.33 2.16
Total 17 760.5

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 9 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIAO

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 344225 | 68844.9
Error 12 910 75.8 907.84
Total 17 | 345135

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 10 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 3

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 315371 | 63074.2
Error 12 395 32.9 1917.80
Total 17 | 315766
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ANEXO N° 11 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 6

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 278062 | 55612.4
Error 12 1337 111.4 499.01
Total 17 | 279399

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 12 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA9

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 269119 | 53823.8
Error 12 469 39.1 1376.18
Total 17 | 269588

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 13 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 12

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 238967 | 47793.4
Error 12 495 41.2 1159.41
Total 17 | 239462

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados
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ANEXO N° 14 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 15

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 218356 | 43671.3
Error 12 527 43.9 093.78
Total 17 | 218884

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 15 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 18

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 223621 | 44724.1
Error 12 1433 119.4 374.43
Total 17 | 225054

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 16 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 21

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 200934 | 40186.9
Error 12 696 58.0 692.88
Total 17 | 201630

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados
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ANEXO N° 17 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 24

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 209080 | 41816.0
Error 12 1019 84.9 492.27
Total 17 | 210099

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 18 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 27

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 238651 | 47730.2
Error 12 594 49.5 964.25
Total 17 | 239245

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 19 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 30

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 270092 | 54018.4
Error 12 391 32.6 1659.27
Total 17 | 270482

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados
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ANEXO N° 20 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 33

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 271385 | 54277.0
Error 12 859 71.6 757.94
Total 17 | 272244

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 21 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 36

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 281519 | 56303.9
Error 12 261 21.7 2591.99
Total 17 | 281780

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 22 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 39

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 199216 | 39843.2
Error 12 354 32.2 1238.65
Total 17 | 199570

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados
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ANEXO N° 23 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 42

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 112637 | 22527.3
Error 12 271 27.1 830.25
Total 17 | 112908

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 24 COMPARACION DEL NIVEL DE GLUCOSA ENTRE
LOS GRUPOS EXPERIMENTALES AL DIA 45

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 | 112372 | 22474.3
Error 12 101 12.7 1774.29
Total 17 | 112473

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

ANEXO N° 25 COMPARACION DEL AREA BAJO LA CURVA
ENTRE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

ANOVA
Fuente | GL S.C. M.C. | Valor F
Factor 5 360.5 72.10
Error 12 400.0 33.33 2.16
Total 17 760.5

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados
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ANEXO N° 26 COMPARACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE “Granada” Y LA
VITAMINA E.

ANOVA

e Andlisis de Varianza de las muestras

Fuente |GL| S.C. M.C. | ValorF
Factor | 3 | 341.610 | 113.870

Error 8 7.137 0.892 127.64
Total | 11 | 348.747

GL: Grados de Libertad S.C.: Suma de cuadrados. M.C.: Media de cuadrados

e Promedio, Desviacion Estandar e Intervalos de confianza de las muestras

Factor N | Media D.E. IC de 95%
Etanol 3| 31.670 | 0.840 | (30.412; 32.928)
Acetato de Etilo | 3 | 28.790 | 1.138 | (27.532; 30.048)
Hexano 3| 17.883 | 0.705 | (16.626; 19.141)
Vitamina E 3| 29.400 | 1.035 | (28.142; 30.658)

D.E.: Desviacion estandar. IC: Intervalos de confianza.

TEST DE TUKEY

e Comparaciones en parejas: Pruebas simultaneas para diferencias de las medias.

Grupos Diferencia Ry Valor p
del promedio ajustado
Acetato de Etilo - Etanol -2.880 (-5.350; -0.410) 0.0238
Hexano - Etanol -13.787 (-16.257; -11.316) |[4.7418 x 1077
Vitamina E - Etanol -2.270 (-4.740; 0.200) 0.0720
Hexano - Acetato de Etilo -10.907 (-13.377; -8.436) |2.8628 x 107°
Vitamina E - Acetato de Etilo 0.610 (-1.860; 3.080) 0.8566
Vitamina E - Hexano 11.517 (9.046; 13.987) 1.8839 x 107°
Nivel de confianza individual = 98.74%

IC: Intervalos de confianza.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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