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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo la evaluacion del efecto
hipoglucemiante del extracto de hojas de Moringa oleifera Lam “Moringa”, en un
modelo de hiperglucemia experimental producida por Estreptozotocina (STZ) en
ratas Wistar, llevado a cabo en las instalaciones de la Universidad Catdlica de
Santa Maria, en los laboratorios de Farmacognosia, Farmacotecnia y Bioterio, en
el periodo de Marzo-Agosto 2018.

Se realiz6 un analisis de los grupos de metabolitos secundarios presentes en el
extracto de hojas con diferentes solventes: etanol 96°, acetato de etilo y éter
etilico, evidenciandose la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides y
saponinas. Ademas se evaluaron los rendimientos, teniendo como mejor resultado

el extracto etanolico de hojas de Moringa oleifera Lam “Moringa”.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Se procedio a la induccion de hiperglucemia experimental con STZ (45 mg/Kg),
utilizando 25 ratas, distribuidos en 5 grupos de experimentacion: Grupo
BLANCO: Animales aparentemente sanos; Grupo STZ: inducidos a
hiperglucemia experimental por STZ y un placebo (agua destilada); Grupo
METFORMINA: inducido a hiperglucemia experimental por STZ y tratado con
metformina a una dosis de 350 mg/Kg y Grupo EXTRACTO: dos grupos
inducidos a hiperglucemia experimental por STZ tratado con el extracto etanolico
de hojas de Moringa oleifera Lam (EEtMO) a dosis de 350 y 500 mg/Kg.

Las mediciones de los niveles de glucosa en sangre fueron: glucosa basal, glucosa
post-STZ (dia 0), y empezado el tratamiento los dias 5 ,10 ,15 ,20 ,25 y 30,

adicionalmente se evaluaron los pesos en este tiempo.

El experimento se ajusta a un disefio completamente al azar (DCR) y los datos se
analizaron mediante el ANOVA y el Test de TUKEY.

Los resultados expresaron que el EEtMO demostro un efecto hipoglucemiante, ya
que a los 30 dias respecto al EEtMO 500 mg/Kg se alcanzé un promedio en los
niveles de glucosa de 99.6+/5.41 mg/dL con un porcentaje de disminucién de
76.14%); respecto al EEtMO a una dosis de 350 mg/Kg el promedio en los niveles
de glucosa alcanzados fueron 120.2+/-6.49 mg/dL con un porcentaje de
disminucion de 72.22%, con el tratamiento Metformina a una dosis 350 mg/Kg el
promedio en niveles de glucosa alcanzado fue de 68 +/-8.66 mg/dL presentando

un porcentaje de disminucion de 82.61%.

El andlisis histopatologico de pancreas e higado revelé que administrado el
EEtMO en dosis de 500 y 350 mg/Kg mostraron una rejuvenecimiento y
proteccion en las células de los islotes pancreéticos, ademas de la conservacion de
la arquitectura histoldgica.

Palabras clave: Moringa, glucosa, estreptozotocina, hipoglucemiante.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the hypoglycemic effect of leaf
extract of Moringa oleifera Lam "Moringa”, in a model of experimental
hyperglycemia produced by Streptozotocin (STZ) in Wistar rats, carried out in the
facilities of the University Catolica de Santa Maria, in the laboratories of
Pharmacognosy, Farmacotecnia and Bioterio, in the period of March-August
2018.

An analysis was made of the groups of secondary metabolites present in the leaf
extract with different solvents: 96 ° ethanol, ethyl acetate and ethyl ether,
demonstrating the presence of flavonoids, tannins, alkaloids and saponins. In
addition, the extracts were evaluated, with the best result being the ethanol extract
of Moringa oleifera Lam "Moringa" leaves.
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We proceeded to the induction of experimental hyperglycemia with STZ (45
mg/Kg), using 25 rats, distributed in 5 experimental groups: WHITE Group:
Apparently healthy animals; STZ group: induced to experimental hyperglycemia
by STZ and a placebo (distilled water); METFORMIN group: induced to
experimental hyperglycemia by STZ and treated with metformin at a dose of 350
mg/Kg and EXTRACT Group: two groups induced to experimental
hyperglycemia by STZ treated with the ethanol extract of Moringa oleifera Lam
leaves (EEtMO) at a dose of 350 and 500 mg/Kg.

The measurements of the blood glucose levels were: basal glucose, post-STZ
glucose (day 0), and after treatment was started, on days 5, 10, 15, 20, 25 and 30,

additionally the weights were evaluated during the course of the treatment.

The experiment is adjusted to a completely randomized design (DCR) and the
data were analyzed by the ANOVA and the TUKEY test.

The results expressed that the EEtMO showed a hypoglycemic effect, since after
30 days with respect to the EEtMO 500 mg / Kg an average was reached in the
glucose levels of 99.6 + / 5.41 mg / dL with a percentage of decrease of 76.14%);
Regarding the EEtMO at a dose of 350 mg / Kg the average glucose levels
reached were 120.2 +/- 6.49 mg / dL with a percentage decrease of 72.22%, with
the Metformin treatment at a dose 350 mg / Kg the average in glucose levels
reached was 68 +/- 8.66 mg / dL, showing a percentage decrease of 82.61%.

The histopathological analysis of pancreas and liver revealed that administered the
EEtMO in doses of 500 and 350 mg / Kg showed a rejuvenation and protection in
the pancreatic islet cells, in addition to the preservation of the histological

architecture.

Key words: Moringa, glucose, streptozotocin, hypoglycemic.
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ABREVIATURAS

%Re: Porcentaje de rendimiento

ADN: Acido desoxiribonucleico

ANOVA: Analisis de varianza

CCF: Cromatografia en capa fina

DCR: Disefio completamente al azar

DM: Diabetes mellitus

DML1: Diabetes mellitus tipo 1

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

EC: Enfermedades cronicas

EEtMO: Extracto etandlico de Moringa oleifera Lam.
GLUT-2: Transportador de glucosa-2

H&E: Hematoxilina- Eosina

HUSA: Herbarium areqvipense

NO: Oxido nitroso

OMS: Organizacion mundial de la salud
PTGO:Prueba de tolerancia oral a la glucosa
Rf: Factor de refencia

STZ: Estreptozotocina

UV: Ultravioleta
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), alrededor del 80% de las personas
confian en la medicina tradicional para resolver sus necesidades principales de salud,
esta es parte esencial de la cultura de los pueblos y ha sido guardian de generaciones
pasadas. El 25 % de los farmacos actuales tiene como origen una extraccion vegetal
0 esta sintetizado a partir de sustancias halladas en investigacion fitoquimica, es por
esto que la investigacion de plantas medicinales en la Gltima década ha adquirido

auges insospechados.!

El género Moringa comprende trece especies, de las cuales Moringa oleifera Lam.,
es la mas conocida. Se le han atribuido propiedades a la totalidad de la planta, las
hojas y semillas son las mas usadas por sus propiedades nutritivas, anticancerigenas,
hipotensoras, hipoglucemiantes, y antibidticas.?

Una de las enfermedades cronicas (EC) es la diabetes mellitus (DM), entendida como
un grupo de enfermedades metabdlicas, caracterizada por la hiperglucemia resultado
de la nula y/o anormal secrecion de la insulina. Esta enfermedad afecta cominmente
a personas mayores a los 40 afios de edad, y la forma clinica con mayor frecuencia es
la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), también pueden presentarse a cualquier edad, con
bases inmunoldgicas, la diabetes mellitus tipo 1 (DM1).?

La prevalencia de EC han ido en aumento en los Gltimos 25 afios, con evidencia en
los paises en desarrollo, con un impacto en la morbimortalidad, costos sanitarios y
productividad. Segun la OMS en el 2030 la DM sera la séptima causa de mortalidad
a nivel mundial. En el Perd, el 11% de muertes corresponde a una de las principales

EC y el 66% del total de muertes son atribuidas a este tipo de enfermedades.®

En nuestro pais, se evidencia a la DM como un problema creciente de salud publica.
La DM afecta al 7% de la poblacion en el Per(, mientras que la DM2 corresponde al
96.8% de los casos, y la DM1 tiene una incidencia de 0.4/100000/afio.*

Esta informacién estadistica fue impulso a la realizacion del presente trabajo de
investigacion, ademas el objetivo de estudiar la propiedad hipoglucemiante que es
buenamente atribuida a Moringa oleifera Lam, como una alternativa complementaria

en el manejo de esta enfermedad.
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HIPOTESIS

Se conoce que la medicina tradicional le atribuye propiedades curativas a Moringa
oleifera Lam “Moringa” sobre la hiperglucemia, por lo cual es probable que el
extracto de hojas de esta planta presenten un efecto hipoglucemiante en

hiperglucemia inducida en animales de experimentacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

« Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto de hojas de Moringa oleifera

Lam. en hiperglucemia inducida en animales de experimentacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obtener el extracto de hojas de Moringa oleifera Lam con solventes de
diferente polaridad y evaluar el rendimiento de cada uno.

2. ldentificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos
de hojas de Moringa oleifera Lam, mediante un andlisis fitoquimico
preliminar.

3. Evaluar la actividad hipoglucemiante del extracto etanolico de las hojas de
Moringa oleifera Lam. en animales de experimentacion inducidos a
hiperglucemia por Estreptozotocina.

4. Determinar las dosis efectiva del extracto etandlico de Moringa oleifera Lam.
propia del efecto hipoglucemiante en animales de experimentacion.

5. Comparar el efecto del extracto de hojas de Moringa oleifera Lam en dosis de
350 y 500 mg/Kg frente a Metformina a una dosis de 350 mg/Kg.

6. Realizar el estudio histopatoldgico de pancreas e higado en los animales de

experimentacion al término de los tratamientos.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. Moringa oleifera Lam (MORINGA)

Moringa oleifera Lam, pertenece a la familia Moringaceae, arbol que crece
principalmente en zonas semiaridas, tropicales y subtropicales, nativo del sur de
Asia, también Africa y el Medio Oriente; cultivado ampliamente en América

Central, desde México, y América del Sur, hasta Per(, Paraguay y Brasil.>®

Es un arbol delgado con ramas caidas que alcanza una altura de 10-15 metros,
con una corteza gruesa, corchosa y fisurada, crece rapidamente incluso en suelos
pobres y adaptable a sequias. Las hojas son compuestas, pinnadas y elipticas
dispuestas sobre un raquis en donde se obersva un pequefia glandula, presentan
flores fragantes en paniculas grandes, las vainas en forma de péndulo presentan

un aspecto verdoso, largo y acanalado con las semillas.?®
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FIGURA N°2: Partes de Moringa oleifera Lam.?

1.1. CLASIFICACION DE LA ESPECIE
Segun Angiosperm Phylogeny Group 1V, la especie se encuentra dentro de la
siguiente clasificacion:’

TABLA N° 1. Clasificacion taxonémica de la especie

DIVISION Angiospermae
Clase Eudicots
Subclase Rosids
Orden Brassicales
Familia Moringaceae
Género Moringa
Especie Moringa oleifera Lam.

1.2. COMPOSICION QUIMICA

Se han identificado en la totalidad de la planta: proteinas, fibras,
carbohidratos, aminodcidos, vitaminas (A, E y C), carotenos, tocoferoles y
minerales(Ca, Mg, P) y como elemento mas abundante el potasio.?

En diversas partes de la planta se han logrado identificar metabolitos como:
taninos, saponinas, polifenoles (flavonoides tales como kaempferol,

quercetina, mirecetina, isoramnetina), glucosidos fendlicos, glucosidos
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REPOSITORIO DE

cardiacos, isotiocianatos, esteroles y glucoesteroles, también se han descrito

metabolitos minoritarios como glucosinolatosy derivados de urea.’*°

Flavanoids
Quercetin: R4, R, = OH
Kaempferol: Ry = H; R, = OH

FIGURA N°3:Estructura quimica de flavonoides presentes en la

Moringa®*

Los flavonoides como quercetina y kaempferol o acidos fendlicos como el
acido clorogénico son fitoquimicos reportados con accién antioxidante,

hipoglucemiante, hipotensora, antidislipidémico y antiinflamatorias.™

Las hojas de Moringa oleifera Lam, contienen aminodcidos esenciales,
incluidos aquellos que contienen azufre, con patrones similares a las semillas
de soja, ademas de presentar cantidades importantes de vitaminas A, B 'y C,

Ca*? Fey proteinas.®*?

1.3. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Ha sido utilizada en el tratamiento de problemas cardiacos, ademas de sus
mencionadas propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas,
antiulcerosas, hepatoprotectoras, hipocolesterolemiantes, cardioprotectoras y
antidiabéticas."®

Es también de gran uso por sus propiedades nutritivas y para el equilibrio de
la hormona tiroidea.**

La actividad antibacteriana buenamente atribuida indican actividad contra
bacterias Gram negativas (Escherichia coli 'y Salmonella typhi), Gram

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

positivas y actividad antiviral, como también actividad inhibitoria del

desarrollo de larvas.®®

2. PANCREAS

El pancreas humano es una glandula lobulada mixta color rosa grisaceo, con una
longitud de 12 a 15 cm y un peso de 100g, se extiende en sentido casi transversal
sobre la pared abdominal exterior, desde el duodeno hasta el bazo, detras del

estémago.'®

Conducto  “onducto pancredtico principal <
biliar a8 s
o Y
CQnduao e L o/
acinoso y '8 f
o)) Cola del pdncreas \ ) e‘. T
R e Calulas
Ducdeno Cabeza del péncreas ’ acinosas
Pancreas endocrino

FIGURA N° 4: Fisiologia del pancreas®

Reune funciones secretoras endocrinas y exocrinas, en donde las secreciones
exocrinas son importantes en la digestion, mientras que las células endocrinas,
que se encuentran en los islotes de Langerhans, desempefian un funcion
fundamental en la secrecion de hormonas reguladoras del metabolismo, que son,
la insulina, el glucagon, la somatostatina y el polipéptido pancreético, reguladoras

de la glucosa en sangre.*"*8

Islote de
Céluladelta—  angerhans ~——Acino
Pl pancreaticd

© Célula acinar

Célula alfa

Célula beta-

FIGURA N° 5: Histologia del pancreas endocrino y exocrino.®®
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2.1. PANCREAS EXOCRINO

Es la porcion del pancreas que elabora y secreta enzimas digestivas en el
duodeno, este incluye células acinares y células ductales, con tejido
conectivo, vasos Yy nervios asociados. Los componentes exocrinos

comprenden més del 95% de la masa pancreéatica.™

El pancreas exocrino responsable de la digestion de carbohidratos, proteinas y
grasas, esta controlado por sefiales nerviosas y hormonales que son producto

de la presencia de 4cido y productos de digestion en el duodeno.*”%

2.2. PANCREAS ENDOCRINO

Estan rodeadas por un conjunto de células ductales y acinares, propias del
pancreas exocrino, se encuentran en pequefias organizaciones de las células
endocrinas especializadas, organizadas en islotes pancreaticos o islotes de
Langerhans. Existen aproximadamente 1 millon de islotes pancreéticos en un
pancreas adulto, donde cada islote posee una red capilar organizandose en
torno a capilares en donde se vierten las hormonas, son mas numerosos hacia
la cola del péancreas, sin embargo, estan distribuidos en la totalidad del
organo. Estos islotes representan aproximadamente el 1% del peso del

pancreas.?*?

2.2.1. HISTOLOGIA DEL PANCREAS ENDOCRINO

En los islotes pancreaticos se diferencian cuatro tipos de células

principales, por sus caracteristicas morfoldgicas y secretoras:*

i Islote de )
Célula delta Langerhans Acino
el . pancreético

Célula alfa

Célula beta — i

FIGURA N° 6: Histologia pancreas endocrino®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —c  DE SANTA MARIA

22.1.1. CELULAS BETA (p):

Son las células de mayor importancia dentro del islote pancreéatico ya
que son responsables de la secrecion de insulina, representan de un 60

a 70 % del total de células presentes en los islotes.?*?

s INSULINA:
Hormona polipeptidica secretada por las células B de los islotes
pancreéticos constituida por dos cadenas, de 21 (cadena A) y 30
(cadena B) amino&cidos, unidas por unidades bisulfuradas que

provienen de grupos cistinicos de ambas cadenas.?®

Cadena A S S

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@
1 10

S S
| /
S

Cadena B S
et (@) i )Gt Gl o) TofPr) sk
3 10 20

1 28 2930

FIGURA N° 7: Estructura de la insulina®

- SINTESIS Y SECRECION:

La sintesis de insulina es codificada por el gen ubicado en el
cromosoma 11, el primer péptido resultante de la transcripcion
y traduccion es la pre-proinsulina la cual por accion de una
peptidasa da lugar a la proinsulina, que se pliega y después
forma los puentes entre las cadenas A y B, se une el péptido C,
formandose la molécula de insulina madura, generando la
insulina.?*

La secrecion de insulina es activada por diferentes sefiales
como consecuencia de la llegada del alimento y su posterior
absorcién al tubo digestivo, como son: aumento de niveles de
glucosa u otros metabolitos en plasma, secrecion de hormonas

gastrointestinales, entre otros.”*
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-MECANISMO DE ACCION Y EFECTOS:

El receptor de insulina esta situado en la membrana celular, es
un tetrdmero formado por dos subunidades glucoproteicas o y
dos P, las subunidades o se unen a la insulina son
extracelulares y variables (higado, musculo y tejido adiposo),
las subunidades B cruzan la membrana, en donde sus porciones
intracelulares tienen actividad cinasa de tirosina.?"?®

La unidn de la insulina activa la cinasa de la tirosina de las
subunidades P, esto produce autofosforilacion de estas
subunidades en los residuos de tirosina, proceso importante
para la accion biologica de la insulina, ya que inicia la
fosforilacion de algunas proteinas citoplasmaticas vy
desfosforilacion de otras, principalmente en residuos de

treonina y serina.?®

Las acciones que desarrolla son:
v En el higado:

Reversion de los signos catabdlicos de la deficiencia
insulinica al inhibir la glucogendlisis, la conversion de
acidos grasos y aminoacidos en cetodcidos y la
conversion de aminoacidos en glucosa.

Ademas de la accién anabdlica al estimular el
almacenamiento de glucosa en la forma de glucégeno,
ya que induce la accion de la glucocinasa y la
glucdgeno sintasa, e inhibir la fosforilasa. Ademas
intensifica la sintesis de triglicéridos y la formacién de
lipoproteinas de muy baja densidad.?

v" En mdsculos:
Incrementa la sintesis de proteinas al aumentar el
transporte de aminoacidos, e incrementar la sintesis de

proteinas ribosémicas.
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Aumenta la sintesis de glucogeno al incrementar el
transporte de glucosa e inducir la accion de la

glucégeno sintasa e inhibir la fosforilasa.?®

v" En el tejido adiposo:

Estimula el aumento de almacenamiento de
triglicéridos al inducir la accion de la lipoproteina
lipasa y es activada por la insulina para hidrolixar
triglicérido a partir de lipoproteinas.

Ademaés de la penetracion de glucosa en la célula hace
que el fosfato de glicerol permita la esterificacion de
acidos grasos aportados por el transporte de
lipoproteinas.

Ademas a este nivel la insulina inhibe la lipasa

intracelular.?®

2.2.1.2. CELULAS ALFA (0):

Células endocrinas ubicadas en los islotes pancreaticos, constituyen
del 20-30% de las células de los islotes. A nivel microscépico se los
puede observar como granulos de ndcleos densos y periferie blanca,
junto a las células delta y normalmente rodeando a células beta. Los
granulos secretores contienen glucagén que es la hormona que regula

la glucosa en caso de detectar una disminucion de esta en sangre.?

R

% GLUCAGON:

Péptido lineal de 29 aminoacidos secretado por las celulas alfa
de los islotes pancreaticos, realiza la funcion de aumentar los
niveles de glucosa através de la estimulacion de los

hepatocitos.*
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-SINTESIS Y SECRECION:

El gen responsable de su codificacion se encuentra en el
cromosoma 2 humano, el producto final se trata de una cadena
polipeptidica de 180 aminoacidos llamada proglucagon, esta es
capaz de liberar glucagoén y otros péptidos, por un proceso
post-traduccional !

La secrecion de glucagén es regulada principalmente por
nutrientes y hormonas, la glucosa y la insulina son los
estimulos més importantes. El glucagon tiene un efecto directo,
no mediado por la insulina, mientras que la insulina un efecto
indirecto. Ademas de la regulacion por glucemia, es respuesta
a la ingesta por accion de hormonas gastrointestinales con
efecto estimulador o inhibidor. También tiene regulacion
neural por medio de neurotransmisores, es asi que el sistema
simpatico inhibe secrecion de insulina y estimula la de

glucagon.®

- EFECTOS:

Las acciones del glucagén se dan principalmente en tejido

adiposo y el higado:

v Estimula la glucogendlisis e inhibe la glucogenogénesis.

v Estimula la gluconeogénesis e inhibe la glucolisis

v Inhibe la lipogénesis al reducir la concentracion de
malonil-CoA, el primer producto intermedio de la
lipogénesis.

v Favorece la cetosis, permitiendo que los acidos grasos
sean transportados a las mitocondrias, donde seran
oxidados a cuerpos ceténicos.?**°

La secrecion coordinada de insulina y glucagon por el islote determina

el mantenimiento de la glucemia. ¥
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2.2.1.3. CELULAS DELTA (5)
Las células delta constituyen aproximadamente el 10% del total de
células de los islotes pancreéticos, son encargas de la produccién y

secrecion de la hormona somatostatina.®

% SOMATOSTATINA:

Péptido de 14 aminoacidos con estructura ciclica por la union

intramolecular de residuos de cisteina.>°

-SINTESIS Y SECRECION:La hormona es sintetizada a nivel
de los islotes pancreéticos, células neuroendocrinas (SNC) y la
mucosa gastrointestinal. El precursor comin es la
preprosomatostatina, que es convertida a prosomatostatina y
finalmente a somatostatina-14, que predomina en el pancreas y
nervios del intestino, o somatostatina-28, presente en la
mucosa digestiva, es estimulada por nutrientes, como la
glucosa y aminoacidos, péptidos digestivos, como secretina o

gastrina.®
-EFECTOS:

v" En el pancreas la somatostatina inhibe la secrecién de
insulina, glucagdn y polipéptido pancreatico, a través de
una accién paracrina y es capaz de su autorregulacion
por una accion autocrina.

v Tiene un efecto sobre el pancreas exocrino al disminuir

la secrecién de bicarbonato y enzimas digestivas.®

3. GLUCEMIA

Definida como la concentracion de glucosa contenida en la sangre, expresado
normalmente en miligramos por decilitro (mg/dL). La concentracién de glucosa

varia de acuerdo a los alimentos ingeridos o el estado de ayuno, en estado de
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ayuno este valor se encuentra en el rango de 70 y 110 mg/dL, si los valores estan
por debajo o encima de los mencionados, se tratara de hipoglucemia o

hiperglucemia respectivamente.®*

Los valores de glucosa indicaran cierto desorden en el metabolismo de glucosa,
por ejemplo, en el estado de ayuno valores mayores o iguales a 126 mg/dL en
ayunas podran tratarse de un estado inicio de diabetes; por otro lado existen
pruebas como la tolerancia oral a la glucosa en donde un valor mayor a 200
mg/dL después de la carga de glucosa oral también indicard un estado inicial de
diabetes..*!

4. HIPERGLUCEMIA

Término utilizado para hacer referencia los altos niveles de azlcar en sangre, esto
se da cuando la cantidad de la hormona insulina es insuficiente 0 muy escasa. La
hiperglucemia también se da cuando el organismo no hace un correcto uso de la
hormona insulina. La causas son variables y puede darse en la diabetes mellitus
de cualquier tipo 6 también por una ingesta excesiva de alimentos sin el desgaste

requerido.*?
5. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM), definida por un grupo de enfermedades metabolicas
caracterizadas por la hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecion o
accion de insulina, o ambas. La DM puede cursar con sintomas caracteristicos
como polidipsia, poliuria, disminucion de la agudeza visual, y pérdida de peso.
La hiperglucemia crénica en la DM estd asociada con dafio a largo plazo,
disfunciodn, y fallo de diferentes 6rganos, especialmente los ojos, rifiones, nervios,
corazdn y vasos sanguineos. En sus formas més severas se presenta cetoacidosis,
0 un estado hiperosmolar no-cetonico que puede causar un estado de comay, en

ausencia de un tratamiento efectivo, la muerte.*®

Diferentes procesos patogénicos estan inmersos en el desarrollo de la diabetes.
Incluyen desde la destruccion autoinmune de células del pancreas y como
resultado la deficiente secrecién de insulina hasta anormalidades que resultan en

la resistencia a la accion de la insulina.®
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5.1. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Es importante para el manejo clinico de la diabetes, ademas de su
investigacion epidemioldgica y clinica, un sistema apropiado de clasificacion
es asi que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y un grupo de estudio
de la OMS sobre DM, reconocen dos formas principales de diabetes que son
Ilamadas, insulino-dependiente diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la no

insulino-dependiente diabetes mellitus tipo 2 (DM2).*®
La clasificacion etioldgica de la DM es:

v Diabetes mellitus tipo 1
v Diabetes mellitus tipo 2
v’ Diabetes gestacional

v’ Otros tipos especificos®

5.1.1. DIABETES MELLITUSTIPO 1

También conocido como diabetes insulino-dependiente, actualmente es

subdivida en dos tipos:

< DIABETES AUTOINMUNE:

O también llamada diabetes juvenil, que afecta solo del 5-10% de
la poblacion diabética, resulta de la destruccion selectiva
autoinmune de las células B del pancreas mediada por linfocitos T
activados.®

Se cree que los determinantes genéticos son importantes,
expresados por la frecuencia aumentada o disminuida de ciertos
antigenos de histocompatibilidad en el cromosoma 6.%

En esta forma de DM la destruccion de células beta es variable,
siendo rapida en nifios y bebés, a diferencia de lo que ocurre en
adultos, en donde la destruccion es lenta. Se presenta cetoacidosis,
otros desarrollan hiperglucemia leve que cambia rapidamente a
hiperglucemia grave y/o cetoacidosis en presencia de infeccion u

otro estrés. 3%’
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< DIABETES IDIOPATICA:

Algunas formas de DM1 no tienen etiologia, evolucién, ni
prondstico conocido, estos pacientes cursan con insulinopenia
permanente y tendencia a la cetosis, pero no presentan evidencia
autoinmune. Este tipo de DM es fuertemente hereditario, y un
requisito absoluto para la terapia de reemplazo de insulina puede

aparecer y desaparecer. 3

5.1.2. DIABETES MELLITUS TIPO 2

Denominada también diabetes no insulino-dependiente o del adulto
(mayores a los 40 afios), siendo el tipo mas frecuente supone del 80-
90% de todos los casos de DM ya sea en jovenes, adolescentes y

nifos.%’

DM2 es un desorden heterogéneo con componentes genético y
adquiridos, caracterizado por la funcion anormal de las células beta y
diversos grados de resistencia a la insulina. Debida principalmente a la
alteracion de secrecion de insulina, por tanto, la hiperglucemia resulta
de la liberacion excesiva de glucosa enddgena por el aumento de la
gluconeogenesis. La presentacion clinica suele ser muy diversa, puede
presentarse con la sintomatologia tipica de la hiperglucemia,
desafortunadamente en gran parte de los casos el diagnostico ha pasado
desapercibido ante la ausencia de sintomatologia acompafiante y su
torpida evolucion, entonces al momento de reconocer la enfermedad por
primera vez ya son evidentes las lesiones propias de algunas
complicaciones. Una gran proporcion de pacientes con DM2 son obesos

lo que generara resistencia a la insulina.*®
5.1.3. DIABETES GESTACIONAL

Comprende a toda aquella alteracion del metabolismo hidrocarbonado
diagnosticado por primera vez en el embarazo generalmente entre las

semanas 24 y 28.%
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Puede persistir después del parto, en donde se asocia a trastornos en la
madre, como hipertension, infecciones vaginales y vias urinarias, parto

prematuro, y dafios graves al bebé.'®
5.1.4. OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES MELLITUS

La forma de presentacion de estos tipos de DM varia enormemente
dependiendo de la causa subyacente, en la mayoria la historia familiar,
antecedentes patoldgicos acompafiantes o la medicacion recibida. Dentro
de algunas causas podemos considerar:®

o Defectos genéticos de la funcién de la célula beta.
o Defectos genéticos de la accion de la insulina.

o Enfermedades del pancreas exocrino.

o Endocrinopatias.

o Inducidas por fArmacos o sustancias quimicas.

o Infecciones.

o Formas infrecuentes de diabetes autoinmune.

o Otros sindromes en ocasiones asociados a diabetes.*®

5.2. SINTOMAS DE LA DIABETES

Los sintomas que cursan con DM habitualmente pasan desapercibidos hasta

que se intensifican:

Poliuria

Polidipsia

Polifagia

Ganancia de peso

Inusual pérdida de peso

Fatiga aumentada

Irritabilidad

Disminucion de la agudeza visual

AN NN N Y N N NN

Infecciones de la piel o0 mucosas®
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5.3. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES

Un diagnéstico correcto estard basado en la sintomatologia: poliuria,
polidipsia o perdida inexplicada de peso ademas de una glucemia elevada en
cualquier momento del dia, independiente del tiempo desde la Gltima comida,
este valor puede ser mayor o igual a 200mg/dL. Ademés de una glucemia en

ayunas mayor a 126 mg/dL.*

Usualmente al diagnostico de DM esta basado en criterio de glucosa en
plasma, ademas de glucosa en plasma en ayunas o el valor de glucosa

plasmatica a las 2 h después de una tolerancia oral a la glucosa (PTGO).*
5.3.1. PRUEBA DE TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA:

Medida de la glucemia en ayunas y a las dos horas después de una
ingesta oral de 75 g de glucosa disueltos en 250 ml de agua fria, esta
dosis debera tener un ajuste en nifios a una dosis de 1.75 Kg de

glucosa/Kg de peso, no pasando los 75 g.*°
Los resultados de este test se consideraran de la siguiente manera; ****

o Tolerancia normal a la glucosa, glucemia 2 horas post carga <140
mg/dL.

o Intolerancia a la glucosa, glucemia 2 horas post carga 140-199
mg/dL.

o Diabetes mellitus, glucemia 2 horas post carga > 200 mg/dL.

5.4. COMPLICACIONES DE LA DIABETES
5.4.1. COMPLICACIONES AGUDAS:

Estan referidas a aquellas complicaciones que son reversibles, las mas
importantes a considerar son: la hipoglucemia e hiperglucemia, estado

hiperosmolar hipoglucémico y cetoacidosis diabética.*?

a) HIPOGLUCEMIA: Es una de las complicaciones agudas mas
frecuente de la DM, esta directamente relacionada con el tratamiento,

esta se considera cuando los niveles de glucosa estan por debajo de 60
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mg/dL. La sintomatologia varia de acuerdo a los niveles de glucosa
van desde palidez, sudoracion, palpitaciones, temblores y nauseas,
hasta sintomas neuroglucopénicos que evolucionan hasta el coma en
casos de hipoglucemia grave.*

b) HIPERGLUCEMIA: Corresponde a niveles de glucosa mayores a 200
mg/dL, asintomatico y sin otras alteraciones metabolicas, esta
complicacion puede estar relacionada con errores en el tratamiento o
algunas infecciones agudas.*?

c) ESTADO HIPEROSMOLAR HIPERGLUCEMICO: Caracterizado
por la deficiencia de insulina acompafiado de deshidratacion, en la
cual se observa valores de glucosa mayores a 600mg/dL, en personas
diagnosticadas con DM2 y mayores a 60 afios.*

d) CETOACIDOSIS DIABETICA: Complicacién propia de DM1, es
resultado de un déficit parcial o total de la insulina, acompafiado de
niveles de glucosa mayores a 300mg/dL ademas de valores de cuerpos

cetdnicos elevados y acidosis.*?

5.4.2. COMPLICACIONES CRONICAS

En base a su fisiopatologia estas se pueden dividir en complicaciones
macrovasculares y microvasculares, es por esto la importancia de un buen

control metabolico.*?

«» COMPLICACIONES MICROVASCULARES:

a) RETINOPATIA DIABETICA: Producida por una alteracion en la
microvascularizacion de la retina, la cual es afectada con mayor
frecuencia. Se puede presentar tanto en la DM1 y con mayor
frecuencia en DM2.*

b) NEFROPATIA DIABETICA: Causa principal de la insuficiencia
renal y una de las complicaciones mas importantes de las diabetes
de larga evolucién, se presenta con mayor frecuencia en DM2. Se
caracteriza por signos clinicos en donde se evidencia albuminuria
superior a 300 mg/24hr, hipertension e insuficiencia renal

progresiva.**

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

¢) NEUROPATIA DIABETICA: Es propia de los dos tipos de DM,
en donde su prevalencia aumenta con el tiempo de evolucion de la
enfermedad y la edad del paciente, ademas guarda relacion con el

grado y duracion de la hiperglucemia.**

< COMPLICACIONES MACROVASCULARES:*
a) Cardiopatia isquémica
b) Enfermedad arterial periférica
c) Enfermedad cerebrovascular
d) Aterosclerosis generalizada

e) Pie diabético

6. TRATAMIENTO DE LA DIABETES
6.1. TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO DE LA DIABETES

Recomendado para el paciente que cursa con DM2, con obesidad, ya que al
cumplir con este tipo de tratamiento se puede controlar una gran parte de los
sindromes metabdlicos que incluyen la hiperglucemia, resistencia a la

insulina, hipertrigliceridemia e hipertension arterial.*?

La reduccion del peso corporal debera ser un objetivo del manejo del paciente
diabético con sobrepeso. El tratamiento no farmacoldgico comprende tres

aspectos basicos:*?

a) PLAN DE ALIMENTACION: Debe ser personalizado y fraccionado,
el consumo de sal debera ser moderado, y contener una alta cantidad
de fibra soluble.*?

b) EJERCICIO FISICO: Debe ser personalizado, se recomienda el
ejercicio aerébico: caminar, trotar, que generaré gasto cal6rico.*

¢) HABITOS SALUDABLES: Es importante una supresion del
consumo de tabaco y alcohol, ya que el riesgo de desarrollar

complicaciones macrovasculares se ve intensificado.*?
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6.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA DIABETES

El tratamiento farmacologico esta basado en el uso de antidiabéticos orales y

de insulina en diferentes presentaciones.*

El tratamiento inicial de DM2 consiste en el empleo de hipoglucemiantes
orales, en donde se consideran los siguientes grupos principales de farmacos:

sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas e inhibidores de a-g|UCOSidasa.46
6.2.1. SULFONILUREAS:

Farmacos secretagogos, ampliamente utilizados por su eficacia y bajo
costo. Se dividen en dos generaciones de farmacos, todos los
medicamentos de esta clase son arilsulfonilureas sustituidas a nivel del
anillo bencénico y en un residuo de nitrégeno de la mitad de urea. Se

dividen de la siguiente manera:*’

e Primera generacion:*’
¢ Tolbutamida

o
*

*

Acetohexamida

X4

+ Tolazamida
%+ Clorpropamida
e Segunda generacion:*’
s Glibenclamida
% Glipizida
% Glicazida
% Glimepirida
El efecto adverso importante que presentan son: la hipoglucemia, su
mecanismo de accion de accion primario es la liberacion de insulina a
partir de células B pancreéticas a través de su union a un canal de potasio
dependiente de ATP.
Generalmente se da una terapia combinada de estos con biguanidas, ya

que aumentarfan la efectividad terapéutica.®2

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

6.2.2. BIGUANIDAS

Grupo de farmacos que reducen los niveles de glucosa sin aumentar la
secrecion de insulina, aunque pueden producir hipoglucemia, también
disminuyen los niveles de lipidos circulantes y contribuyen a la

disminucién de peso en obesos.*®

Las biguanidas acttan a nivel de los musculos estimulando la entrada de
glucosa a las células, y a nivel de higado disminuyendo la produccion de
glucosa; los procesos de neoglucogenesis, glucogenolisis 0 ambos se ven

disminuidos.*®

e METFORMINA: Introducida en 1957, utilizada ampliamente, es
administrada sola o en combinacion con sulfonilurea para una

efectividad terapéutica mayor.*’

H,N 4 h CHs

FIGURA N° 8: Estructura quimica de la metformina®

Respecto a su mecanismo de accion, no posee accion sobre células
pancredticas, disminuyendo la glucosa al disminuir la produccion
hepética de glucosa aumentando la sensibilidad de la insulina a nivel
de musculo y grasa, ademas de una reduccion en el proceso de
gluconeogénesis. Se absorbe a partir del intestino delgado, no se une a
proteinas plasmaticas y es excretada por la orina sin cambios.
Contraindicada en pacientes con insuficiencia renal, hepatopatias,

antecedente de acidosis lactica e insuficiencia cardiaca.*’
6.2.3. TIAZOLIDINEDIONAS

Los compuestos conocidos dentro de este grupo de farmacos son:

troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona, actdan a nivel muscular y hepatico,
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aumentando el transporte de glucosa hacia el tejido muscular y adiposo al
incrementar la sintesis de formas especificas de las proteinas transportadoras
de glucosa, y la translocacién de las mismas.***’

Son conocidos sus efectos adversos, por ejemplo la troglitazona que tenia
efectos toxicos graves sobre el higado, también tienden a elevar el nivel de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), sin embargo, la terapia puede ser
combinada con insulina u otros tipos de hipoglucemiantes orales.
Contraindicado en pacientes con elevacion de enzimas hepaticas tres veces

mayor a los valores normales.*’

6.2.4. INHIBIDORES DE a-GLUCOSIDASA:

Actlan a nivel del cepillo del borde intestinal inhibiendo las enzimas
responsables de la hidrolisis de oligosacaridos a monosacéridos y disacaridos
los cuales posteriormente son absorbidos.>® Como resultado se da un retraso
en la absorcion de polisacaridos, asi este grupo de farmacos disminuyen la
glucemia postprandial cuando la dieta es rica en carbohidratos, ademas se ha
observado una disminucién en el nivel de triglicéridos.”® Son tres los
farmacos representantes: acarbosa, miglitol y vogliboza. Contraindicado para
pacientes con insuficiencia cardiaca, insuficiencia hepética, elevacion previa
de transaminasas, anemia, colon irritable.*

Los efectos secundarios mas frecuentes son a nivel gastrointestinal:
flatulencia, distencién abdominal, meteorismo, colicos abdominales, diarreas,
también se presentan ganancia de peso leve, retencidon hidrica y edema,

ademas de elevacion de enzimas hepaticas.*®

6.2.5. INSULINOTERAPIA

Término que se refiere a la administracion exdgena de insulina en pacientes
diabéticos, esta insulina no se liberara directamente a la circulacién portal,
tampoco ocurriran variaciones en los niveles de insulina como seria en una
persona sana.” La insulinizacion es la aplicacién de insulina imitando en
forma dindmica la secrecidn pancreatica por lo que se usan dosis basales y
preprandiales, con esquemas terapéuticos que varian segun las necesidades de
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cada paciente, este tratamiento observa en la DM 1 y en algin determinado
momento para la DM 2, controlando las glucemias pre y postprandiales en

donde los objetivos son:™

e Normalizar la glucosa en ayunas.

e Normalizar la glucemia postprandial.

e Minimizar el riesgo de hipoglucemia.

e Reducir el riesgo de complicaciones.

e Mantener niveles de Hemoglobina glucosilada entre 6-7%.
e Glucemias en ayunas y preprandiales entre 70-120 mg/dL .

e Glucemias postprandialesmenores a 160 mg/dL.>*

7. HIPERGLUCEMIA EXPERIMENTAL
7.1. ESTREPTOZOTOCINA

Quimicamente el N-(metil-nitrosocarbamoil)-a-D-glucosamina, que cuenta
con una fraccion de nitrosurea entre un grupo metilo y una glucosamina,
sintetizada por Streptomices achromogenes, su presentacion es en forma de

polvo cristalino, y presenta solubilidad en agua, cloruro de sodio y alcohol.*®
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FIGURA N° 9: Estructura quimica de Estreptozotocina®
Estreptozotocina (STZ), antibidtico antitumoral natural, indicado para el
tratamiento de carcinoma metastasico de células de los islotes del pancreas,
aprobado en 1982. Inicialmente fue utilizado para desarrollar en un modelo
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experimental de DM1 en animales de experimentacion, para posteriormente

incluirlo como agente quimioterapico.*

STZ puede administrarse en multiples dosis bajas o una Unica dosis alta, las
dosis varian de 35-60 mg/Kg. Se evidenciara una reduccién en ndmero y
volumen de islotes que esté ligado a la marcada disminucion de secrecion de

insulina, por lo tanto un estado de hiperglucemia.>®

7.1.1. MECANISMO DE ACCION
El modo de accién de STZ aun no esté dilucidado, sin embargo, se le
conoce un mecanismo que esta relacionado con el grupo N-nitrosourea
presente en la molécula y que por descomposicion quimica puede actuar
como agente alquilante y/o donante de oxido nitrico (NO), la evidencia
bioquimica expone que el NO se ve aumentado en las células [
pancreaticas por accion de la STZ. Estudios recientes han demostado la
selectividad de STZ a traves del transportador GLUT-2 que internaliza

la STZ a las células B pancreaticas.”
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

El estudio fue realizado en el Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria; la
indagacion cromatogréfica y obtencion del extracto de hojas en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacotecnia entre los meses de Marzo - Agosto del 2018.

2. MATERIALES
2.1. MATERIAL VEGETAL

- Hojas de Moringa oleifera Lam “Moringa”, procedentes de El Pedregal,

Distrito Majes, Provincia Caylloma, Arequipa — Perd.
2.2. MATERIAL BIOLOGICO

- Ratas machos Wistar las cuales tenian un peso entre 271-402 g de 5 meses de
edad, procedentes del Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

v Glucémetro Accu-Check® Performa (Roche).
Tiras reactivas Accu-Check® Performa (Roche).
Equipo de extraccion Soxhlet.
Equipo de Rotavapor.
Balanza Analitica.
Balanza para pesar ratas.

Cocina eléctrica.

AN N N NN N

Lampara de luz UV.

2.4. MATERIALES DE LABORATORIO
v' Probetas de 100 ml.

v Beaker de 150ml.

v Morteros de porcelana.

v Tubos de ensayo.

v

Espatula.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

v Tubos Eppendorf.

v' Gradilla para tubos de ensayo.
v Baguetas.

v’ Pizetas.

v’ Soporte universal.

v Pinzas.

v’ Placas de Silica gel.

2.5. MATERIAL ANEXO
Jeringas de 1 mL, 3mL, 5mL.
Agujas N°18.

Sonda orogastrica.
Hilos.

Bisturi.

Frascos &mbar.
Jaulas metélicas.
Guantes quirdrgicos.
Papel filtro.
Algodon.

Barbijos.

Frascos.

Lapiz marcador.
Capilares.

Ollas de metal.
Papel kraft.

Papel aluminio.

Regla.

AN N N N N N U N U N N N N N T N N

Plumén indeleble.
v' Cuter.
2.6. TRATAMIENTOS Y FARMACOS
v" Metformina 850mg (Laboratorio MEDIFARMA)
v’ Extracto de hojas de Moringa oleifera Lam.
v Agua destilada
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2.7. REACTIVOS DE LABORATORIO
v Agua destilada.

Alcohol 96°Q.P.

Acetato de etilo Q.P.

Eter etilico.

Acido formico.

Acido sulfdrico concentrado.

Cloroformo.

Hexano.

Metanol.

Tolueno.

Reactivo de Dragendorff.

Cloruro féerrico 3%.

Estreptozotocina.

Formol 10%

AN NN N Y U N U U N N N

3. METODOS
3.1. TRATAMIENTO DE LA UNIDAD VEGETAL
3.1.1. SELECCION Y RECOLECCION
La riqueza de principios activos de una muestra vegetal, es un sistema
complejo en el que se puede encontrar multiples compuestos de mayor o
menor relevancia farmacolégica. Los factores que influyen y afectan estos
principios activos como son el calor, la luz, humedad y microorganismos,
por ello es preciso la correcta obtencion, conservacion, desecacion (para
evitar la alteracion en su composicion fitoquimica), molienda y

concentracién de los principios activos.™ *°

Las hojas de Moringa fueron recolectadas en el departamento de
Arequipa (El Pedregal) en éste lugar la planta tiene gran acogida y esta
siendo utilizada en la medicina tradicional los ultimos afios, estas fueron
recogidas en su habitat, de forma manual y en horas de la mafiana,
tomando Unicamente las hojas de la planta el 21 de Abril del 2018 en el
centro poblado Los Pioneros a una temperatura media de 25-27°C.%®
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Se tuvo cuidado de escoger las hojas verdosas, eliminandose hojas en
mal estado, luego se procedié a cortar de la base de cada hoja de la
planta, las cuales fueron recogidas y envueltas en papel kraft a fin de
evitar la contaminacion de las hojas, se recolecto 3.5 Kg de hojas de

Moringa, como se aprecia en la figura N°10 y N°11.

FIGURA N° 11: Recoleccion y seleccion de las hojas de Moringa del arbol.
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3.1.2. PREPARACION DE Moringa oleifera Lam “Moringa”

Para asegurar la identidad de la muestra vegetal, un ejemplar del
espécimen vegetal se llevd al herbario de la Facultad de Ciencias
Biologicas del Departamento de Biologia, Herbarium Areqvipense
(HUSA) para su correcta identificacion taxonoémica vy tipificacion. Ver
ANEXO N° 01.

La hojas de Moringa recolectadas se llevaron al laboratorio de
Farmacognosia de las instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa
Maria para su preparacion y uso posterior, seguidamente se procedio a
lavar las hojas cuidadosamente sumergiendolas en agua destilada a fin de
eliminar sustancias extrafias, se las coloco en papel kraft como se

muestra en la figura N°12.

FIGURA N° 12: Tallos y hojas de Moringa lavados

Posteriormente fueron secados en estufa de aire caliente a una
temperatura de 38+2 °C, por un periodo de 48 horas para obtener un

secado uniforme.

FIGURA N° 13: Hojas de Moringa secadas a estufa.
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Finalmente se pulveriz6 en un mortero, el producto se pesé y almaceno
en una bolsa herméticamente sellada y envuelta en papel kraft para evitar
alguna alteracion por la luz, y contaminantes, hasta ser utilizadas para la

extraccion.

FIGURA N° 14: Proceso de pulverizacion de hojas de Moringa.

3.2. METODO DE OBTENCION DEL EXTRACTO DE Moringa oleifera
Lam. CON DIFERENTES SOLVENTES
3.2.1. METODO DE EXTRACCION CONTINUA: EQUIPO DE
SOXHLET

e Fundamento:

El método de Soxhlet se fundamenta en la extraccion exhaustiva y por
agotamiento de sustancias activas de la planta usando sustancias

volatiles.®’

En esta extraccion solido — liquido, se siguen las siguientes etapas:
primero se coloca el solvente en un baldn, este alcanza una temperatura
propicia para su evaporizacion hasta llegar a un condensador a reflujo, el
condensado cae sobre el cartucho poroso que contiene la muestra, se va
depositando el solvente hasta alcanzar cierto nivel cubriendo el cartucho
hasta un punto en que se produce el reflujo que vuelve el solvente con el
material extraido al balon, el proceso se repite automaticamente las veces

necesarias para que la muestra quede agotada.”’
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FIGURA N° 15: Equipo de Extraccién por Soxhlet®’
e Procedimiento

En un cartucho de papel filtro se colocd 10 gramos de hojas de Moringa
previamente pulverizadas,seguidamente fue colocado al Soxhlet. En el
balén de destilacion se afiadié 150 ml de solvente, utilizando para cada
extraccion acetato de etilo, éter etilico o etanol 96°, se armd el equipo de
Soxhlet sobre bafio Maria y se puso en marcha el sistema controlando la
temperatura hasta antes de llegar a ebullicion del solvente. El solvente en
estado gaseoso asciendid por el tubo lateral, llegd hasta el refrigerante
donde se condenso y regreso hasta ponerse en contacto con la muestra
contenida en el cartucho de papel filtro, repitiendo el proceso hasta llegar
al punto mas alto del sifon, donde el solvente con las sustancias activas
extraidas regreso al balon, para repetir el proceso hasta agotamiento de la
muestra, donde se finaliza la extraccion. Finalmente el resultado se
almacend en un frasco ambar herméticamente cerrado, para evitar

cualquier tipo de contaminacién o cualquier alteracion por la luz.
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FIGURA N° 16: Extracciéon mediante Soxhlet

e Ventajas de la extraccion soxhlet:

- Es una metodologia muy sencilla con instrumentacion simple, barata
y gran capacidad de recuperacion.

- No se requiere filtracion posterior.

- El disolvente y la muestra estan en contacto intimo y repetido. De
manera que se mejora muchisimo lo que ayuda a desplazar el
equilibrio de transferencia y en la extraccion siempre se emplea un
disolvente limpio. El disolvente proviene de una condensacion luego

es liquido y esta caliente. Favorece la solubilidad del analito.>®

e Desventajas de la extraccion soxhlet

- El proceso es lento e imposible de acelerar.
- No aconsejable a analitos termolabiles, que se descompongan por

accion del calor.%®
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Para evaporar el solvente, se procedio a llevarlo al equipo de rotavapor en
donde se utilizé una temperatura de 50°C y presion reducida, hasta llegar a un
volumen de solvente similar al de inicio, el proceso de llevé a cabo como se

observa en la figura N° 17.

FIGURA N° 17: Equipo de rotavapor

3.3. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS
3.3.1. METODO GRAVIMETRICO
e Fundamento: Porcentaje de rendimiento de la extraccion (%RE) se
fundamenta en el método gravimétrico, basado en la determinacion
de la diferencia de peso al evaporar todo el solvente del extracto

obtenido.

e Procedimiento:
El extracto obtenido contenido en un balon, previamente pesado, se
llevo a rotavapor o bafio Maria hasta su eliminar el solvente. Se pesa
el extracto obtenido luego de la eliminacion del solvente y a por
diferencia de pesadas se obtiene el peso de extracto concentrado, para
determinar el rendimiento de los extractos se calculo de la siguiente

manera:>®
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Peso del Extracto concentrado
% de Rendimiento=  ----==mmmmmmmmmm e x 100
Peso de la Muestra

3.4. ANALISIS FITOQUIMICO

La extraccion de los principios activos de las plantas, utilizan diferentes
técnicas, la mas comun es la extraccion solido — liquido cuya finalidad es la
separacion de los componentes fitoquimicos de los tejidos vegetales por

accion de un solvente.®

La fitoquimica estudia a los componentes quimicos de las plantas, utilizando
métodos fisicos el mas empleado es la cromatografia en capa fina, donde
podemos distinguir los principales tipos de metabolitos como son : alcaloides,

flavonoides, taninos entre otros.®°
3.4.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

CCF es un método fisico de separacion de diversos componentes de una
muestra problema, el cual permite separar los componentes quimicos
empleando una fase movil y una fase estacionaria. Para el revelado e
identificacion de estos componentes, se utilizan métodos fisicos, como la

luz UV, o métodos quimicos, como reactivos de identificacion.®
a) Ventajas de CCF:

v Produce una dispersion de manchas y colas en proporciones mucho
menores que la cromatografia sobre papel, ademas las manchas
individuales tienen mayor poder resolutivo, lo que hace que las
determinaciones sean féciles.

v Es maés rapida, por término medio es de unas treinta veces mayor que
en papel.

v" Los reactivos fuertes pueden usarse con fines de identificacion, lo que
no es posible en la de papel.
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v Las placas de CCF se pueden calentar a temperaturas mas altas sin

ningun dafio.?*%

b) Adsorbentes: El tamafio de las particulas, polaridad, homogeneidad y
pureza son caracteristicas importante a tener en cuenta para la
eleccion de un adsorbente, ademas debe ser inerte con las sustancias a
analizar y no actuar como catalizador en reacciones de
descomposicion. Los dos adsorbentes mas comunmente utilizados son
la gel de silice (SiO,) y la alimina (Al,Os), ambas de caracter polar. *
El gel de silice es uno de los méas utilizados se utiliza para separar
sustancias mas polares (alcoholes, aminas, acidos carboxilicos), es
débilmente acido y puede llevar incorporado un agente aglomerante,

como el yeso.®

c) Sistemas de eleccion de eluyente: Se realiza de forma empirica
evaluando la polaridad del componente. El orden de elucion de un
compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de la fase movil o
eluyente. Este puede ser un disolvente Unico o dos miscibles de

distinta polaridad.®*

Principales eluyentes mas cominmente empleados en orden creciente

de polaridad:

Eter dietilico <Hexano < tetraclorometano < cloroformo <
diclorometano < acetato de etilo < acetona < 2-propanol < metanol <
agua.

El eluyente idéneo para cada caso ha de encontrarse por "el método

del ensayo y del error" y esto se evidencia en el desarrollo del

estudio.®+%

d) Factor de Referencia: Rf

Es el resultado de la distancia recorrida por el compuesto sobre la

distancia recorrida por el eluyente, tiene un valor constante para cada
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compuesto siempre y cuando se reproduzcan las mismas condiciones
como son adsorbente, disolvente, temperatura, etc. EI maximo valor
de Rf que se puede alcanzar es de 1, asi, mientras mas avance un

componente con la fase mévil, mas alto sera su valor de Rf.%*

Rf = Distancia recorrida por el compuesto (X)

Distancia recorrida por el eluyente ()

En el desarrollo de este trabajo los tres extractos obtenidos por
diferentes solventes, fueron sometidos a los mismos eluyentes (fase

movil).

3.4.2. METODO CROMATOGRAFICO

a) Fase estacionaria: Se empled silica gel contenida en placas de
aluminio, estas fueron cortadas cuidadosamente en dimensiones de
10cm por 5cm, dejando 1cm de distancia en relacion al extremo
superior e inferior. A este nivel se traz6 una linea de sembrado, por
el extremo inferior. Se realiz6 capilares finos para proceder al
sembrado, con una aplicacion de 15 siembras por cada tipo de
extracto, dejando una separacion entre si de 0.5cm entre cada uno,
a fin de evitar la mezcla de estos. Se dejo secar la placa a
temperatura ambiente, para después ser colocada en la cuba
cromatografica conteniendo la fase movil.

b) Fase movil: Dependié del metabolito a estudiar, esta const6 de una
mezcla de diferentes solventes, en los que variaban las
proporciones, asi como la polaridad, ademéas el volumen final
aproximadamente 5ml, no sobrepasé la linea de sembrado de la
placa de silica gel. En la tabla N°3 se muestran los eluyentes
utilizados como fases mdviles para la determinacién de los

diferentes grupos de metabolitos secundarios.®’
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Se depositd la fase movil preparada en la cuba cromatografica para

poder saturar el medio.

TABLA N° 2: Fase mévil empleada para la identificacion de metabolitos

METABOLITOS COMPOSICION DE LA FASE PROPORCION
MOVIL
Corrida general n-hexano:acetona 8:2
Flavonoides n-butanol:acido acético:agua 4:1:5
Taninos Metanol:agua 70:30
Alcaloides Cloroformo:etanol 9:1

c) Desarrollo cromatografico: Con el empleo de una pinza se coloco
la placa cromatografica, una vez sembrada y secada, en la cuba
cromatografica que contenia la fase movil adecuada. Se espero el
ascenso de la fase movil a través de la placa cromatografica hasta la
linea superior sin sobrepasar el extremo superior de esta, figura
N°18, finalmente se retird la placa y se dejo secar a temperatura

ambiente, el resultado final con el desarrollo de bandas de

diferentes colores se aprecia en la figura N°19.

FIGURA N° 18: Procedimiento FIGURA N° 19: Placa de silica
de cromatografia en capa fina gel con analitos separados
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3.5. IDENTIFICACION DE SAPONINAS

Las saponinas se pueden valorar por métodos fisicos o bioldgicos, en este

trabajo se empleo el indice de Espuma o indice Afrosimétrico.
3.5.1. PRUEBA DE ESPUMA

Fundamentada en la propiedad fisico-quimica que presentan las
soluciones acuosas de saponinas, de disminuir la tension superficial de

los liquidos acuosos, provocando abundante espuma por agitacion.®®

e Deteccion: La formacién de espuma persistente por 30 minutos

indica la presencia de saponinas.®®

3.6. METODOS BIOLOGICOS
3.6.1. ETAPAS DE AMBIENTACION Y ALIMENTACION DE LOS
ANIMALES.

Los animales de experimentacidn aparentemente sanos fueron sometidos
a un periodo de estandarizacion por 7 dias previos a la realizacién del
experimento, teniendo en cuenta las condiciones ambientales y su
alimentacion que consistié en una mezcla de maiz, trigo, cebada y agua.
Luego se procedio a la formacion de los grupos experimentales los
cuales fueron distribuidos en forma completamente al azar y codificados
de igual manera, marcandolas con fucsina en diferentes segmentos del
cuerpo, es asi que fueron distribuidas en jaulas acondicionadas como se

muestra en la figura N°20.

FIGURA N° 20: Distribucion y estandarizacion de animales de

experimentacion
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3.6.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, cuyos unidades experimentales,

tratamientos, y evaluaciones se muestran en el siguiente esquema

experimental, figura N°21.

FIGURA N° 21: Esquema de disefio experimental
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) 2
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3.6.3. PRODUCCION EXPERIMENTAL DE HIPERGLUCEMIA POR
STZ
La hiperglucemia experimental se produjo mediante la inyeccion
intraperitoneal de STZ a una dosis de 45 mg/Kg de peso® , tal como se
observa en la figura N° 22. La STZ se disolvid en cloruro de sodio al
0.9% inmediatamente antes de su uso, se realizaron los calculos previos
para la disolucion y se tuvo una relacién de 2 ml/Kg de peso para la
administracion,ver ANEXO N° 03.

FIGURA N° 22: Administracion de la Solucion de STZ por via IP.

3.6.4. ELABORACION Y DOSIFICACION DE TRATAMIENTOS

Una vez obtenido el extracto etanolico de hojas de Moringa, se procedio
a la pesada del extracto, considerando la presencia del 20% de agua ya
que se trata de un extracto blando de hojas, y su disolucion en un
volumen determinado de agua destilada evidenciando una rapida
solubilidad. Para el tratamiento de Metformina se tritur6 la tableta en un
mortero de porcelana, se pesé y se procedié a la disolucion en agua
destilada, mostrando una buena solubilidad. Los célculos desarrollados
se muestran en el ANEXO N° 03. El tratamiento placebo constd de agua
destilada adminstrando 2ml a cada animal de experimentacién del grupo
STZ.
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Se pesO a cada animal a fin de determinar las dosis de los diferentes
tratamientos, figura N°23, y posteriormente la administracion de estos
por via oral a través de una sonda orogastratrica como se observa en la
figura N°24.

FIGURA N° 24: Administracion de los tratamientos
3.6.5. OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

Las muestras de sangre se recolectaron por puncién en el apice de las
colas hasta obtener una gota homogénea y el contacto por el extremo
libre de la tira reactiva del glucometro, figura N° 25. Los valores

obtenidos del glucometro fueron expresados en mg/dL. La ventaja de
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esta forma de toma de muestra es que se reduce al minimo total de

dolor, sufrimiento y trastorno que puedan sufrir los animales.

FIGURA N° 25: Obtencion de la muestra de sangre
3.6.6. MEDICION DE LA GLUCEMIA

La medicion de los niveles de glucosa en los animales de
experimentaciéon se realizaron con un glucometro digital AccuChek®
Performa y tiras reactivas Accu-Chek Performa de los laboratorios
Roche, el cual esta disefiado para ayudar a controlar la diabetes de una

manera rapida, precisa y sencilla, figura N° 26.

FIGURA N° 26: Glucdémetro Accu-Chek® Performa
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Se tomaron las muestras de sangre por las mafianas, durante los dias 5,
10,15,20,25,30 de tratamiento, observado visualmente en la pantalla la

lectura correspondiente al valor de la glucosa.

Los valores normales de glucosa en sangre en ratas esta comprendido

entre un rango de 50-135 mg/dL."

v" FUNDAMENTO:

Basado en una reaccion fisica y bioquimica, enzima sustrato, debido
a que las tiras reactivas contienen una enzima que puede tratarse de
la glucosa oxidasa o la glucosa deshidrogenasa, segun la enzima
cataliza la glucosa contenida en una muestra de sangre, y genera un
cambio de color que varia segun la concentracion: entre mas oscuro
es el color, mayor seré la concentracion de glucosa.”

Estudios independientes confirman la precision del medidor Nuevo

Accu-Chek Performa segun las nuevas normas 1SO 15197:2013.”

v PROCEDIMIENTO:

Primero se realizd la higiene de las manos, se preparo el dispositivo
de puncion, se insertd la tira reactiva en el medidor segun la
direccion de las flechas, el medidor se encendié y emiti6 una sefial
sonora. Cuando el simbolo de la gota de sangre parpaded, se efectud
la puncion en el extremo de la cola del animal. La gota de sangre se
puso en contacto con el extremo de la tira reactiva hasta que el
medidor emitio una sefial de que la sangre fue suficiente.

El resultado de la medicion aparecié en la pantalla. Si la medicion
fue realizada con éxito, el medidor se apagé automaticamente 5

segundos después de retirar la tira reactiva.’

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron ordenados en una matriz de sistematizacion, para después ser
procesados mediante el software SPSS 20.0 para lo cual se hizo uso de las

siguientes pruebas estadisticas:

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

3.7.1. Andlisis de varianza (ANOVA)

Las comparaciones de los niveles séricos de glucosa se realizaron
mediante la prueba de comparacion estadistica de ANOVA. Este
analisis se utiliza para analizar si existe o no diferencia estadistica
significativa en los resultados de los diferentes grupos experimentales,

considerando un nivel de confianza del 95%."
3.7.2. PRUEBA TUKEY

La Prueba de TUKEY nos permite discriminar las posibles
comparaciones del tratamiento entre las medias de los diferentes
grupos experimentales, evalua la hipotesis y determina el tratamiento
de mayor efectividad en los niveles séricos de glucosa. Las diferencias
estadisticas se determinaron con los siguientes niveles de
significancia: p<0.01, diferencia altamente significativa; p<0.05
diferencia signficativa; p>0.05 diferencia no significativa.”

3.8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Al finalizar el experimento (30 dias) se sacrificaron a los animales por el
método de dislocacion cervical, teniendo en consideracion los aspectos éticos
para el manejo de animales de experimentacion segun lo estipulado en la
Directiva Europea 2010/63/EU para la proteccion de animales de laboratorio,

que permitan disminuir al maximo el sufrimiento de los animales.”
3.8.1. ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE PANCREAS E HIGADO

El procedimiento de lectura de las laminas a estudiar se realizaron en el
Laboratorio de Anatomia Patoldgica, del Departamento de Microbiologia y
Patologia de la Facultad de Medicina de la UNSA.

v" Procedimiento:
Se sacrificaron a las ratas en estudio por dislocacion cervical, el 6rgano
pancreatico e higado fueron extraidos mediante corte longitudinal del
abdomen y diseccionados con bisturi N° 11, posteriormente el pancreas e
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higado se lavaron con suero fisioldgico 0.9% y fueron introducidos en
sus respectivos recipientes con formol al 10% por tres dias. Los cortes
fueron hechos a ocho micras tefiidas mediantes coloracion diferencial
hematoxilina - eosina (H&E), el protocolo esta detallado a

continuacion.”™"®

Las muestras se dejaron en la estufa a 60°C por diez minutos
(desparafinacion), se sumergio las muestras en Xilol para eliminar
excesos de parafina (final desparafinacion), se pasd por una serie de
alcoholes en orden (100°,96° y 70°) por dos minutos, luego con agua

destilada (hidratacion)

La etapa de tincion consitio6 en sumergir por tres minutos en
Hematoxilina, luego se lavé en agua destilada por diez minutos para

eliminar el exceso de colorante.

La muestra se pasé rapidamente con alcohol clorhidrico varias veces,
para eliminar el exceso de coloracion en la muestra (diferenciacion), se
lavé con agua por un par minutos, se sumergié la muestra en Eosina
durante tres a cinco minutos y se da un bafio rapido con agua. Se pasé
por una serie de alcoholes en orden creciente 70°, 96° 100° de tres a
cinco minutos. (deshidratacion), y se acabé sumergiendo las muestras en
xilol durante unos cinco minutos, se montdé de manera habitual, como se

muestra en la figura N°27."

Las muestras histologicas fueron observadas en el laboratorio y
microscopia, utilizando el microscopio éptico MOTIC, modelo BA210
SERIES, registrando la informacién mediante fotografias a diferente
aumentos de: 4X, 10X y 40X.

La lectura respectiva de las muestras fue con coordinacién de la Medico
Patdloga docente de la seccion de Patologia, el Departamento
Académico nos proporciono una Constancia. ANEXO N° 10.
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FIGURA NF° 27: Laminillas terminadas tincién Hematoxilina — eosina.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

1. OBTENCION DE EXTRACTOS BLANDOS DE HOJAS DE MORINGA:

La obtencién de los extractos se realizO por el método de Soxhlet, hasta
agotamiento de la muestra, alcanzando un promedio de 13 a 15 ciclos con
cualquiera de los solventes. El resultado fue un extracto blando, naturaleza propia
de los extractos de hojas, de consistencia semisdlida, para el caso de los tres

solventes utilizados, en la figura N° 28 se muestra el extracto etanolico.
1.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

TABLA N° 3: Caracteristicas organolépticas de los extractos obtenidos

EXTRACTO
ETANOLICO | ACETATODEETILO | ETERETILICO
Color Verde oscuro Verde Verde oscuro
Olor Sui géneris Sui géneris Sui géneris
Aspecto Pastoso Pastoso Pastoso
Consistencia Blanda Blanda Blanda

FIGURA N° 28: Extracto etandlico blando de hojas de Moringa.
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Es importante considerar las variaciones en cuanto a las condiciones de cultivo, de
crecimiento y cosecha de la planta, los métodos en el procesamiento de la hoja los
cuales se asemejan al uso tradicional de esta y considerar todos los aspectos que
puedan interferir en la efectividad del tratamiento y en la potencial propiedad

hipoglucemiante de nuestra planta.
2. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS BLANDOS

Se evalud %RE después de obtenidos los extractos blando de hojas de Moringa con
diferentes solventes ya mencionados, ver el ANEXO N° 02 donde se detalla el peso

de las extracciones.

TABLA N° 4: Promedio de los rendimientos de los extractos

Peso promedio(g) % de
EXTRACTOS BLANDOS . v o
extracciones por triplicado | Rendimiento

Etanolico 3.38 33.8
Acetato de Etilo 0.98 9.8
Eter Etilico 1.99 19.9

En la TABLA N°4 se puede observar el peso promedio resultante de tres
extracciones realizadas bajo las mismas condiciones de desarrollo experimental,
considerando las diferencias en sus caracteristicas fisicas como la temperatura, ya
que en el extracto éter etilico se conservo una temperatura de 30°C +2, mientras que
en los extractos de etanol 96° y acetato de etilo se conservd una temperatura de 70°C
+2. Se observa que el mejor resultado pertenece al extracto etandlico ya que se
obtuvo una mayor cantidad de extracto resultante y por lo tanto un mayor

rendimiento.

En la Fig. N°29 se evidencia a través del grafico de barras el %RE de cada uno de los
extractos, donde se percibe que el extracto de mayor rendimiento es el etanolico
(33.8 %), esto se debe a la polaridad que tiene el etanol, siendo capaz de formar

puentes de hidrdgeno. El extracto de Acetato de etilo tuvo un rendimiento de (9.8 %)
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y el extracto de éter etilico (19.9 %), esto se debe a la a que el acetato de etilo tiene
una mediana polaridad y el éter Etilico tiene muy baja polaridad.

40
35
30
25
20
15
10

u % de Rendimiento

Extracto Blando Extracto Blando Extracto Blando
Etandlico de Acetato de de Eter Etilico
Etilo

FIGURA N° 29: Porcentaje de rendimiento de los extractos de Moringa con

diferentes solventes.

La obtencion de los extractos se realizO por el método de Soxhlet, hasta
agotamiento de la muestra, donde se percibe que el extracto de mayor
rendimiento es el etandlico, el acetato de etilo tiene una mediana polaridad y el
éter Etilico tiene muy baja polaridad, considerando esto como factor influyente
en los rendimientos de los extractos. Tal como lo muestra el estudio de Caro
Palomino,2010 “Estudio del efecto hipoglicemiante del extracto metandlico de
Otholobium pubescens (poiret) grimes “culén” en ratas Wistar. arequipa — 20107,
trabajé con tres diferentes solventes: metanol, acetato de etilo y hexano,
obtuviendo tres extractos que presentaron efecto hipoglicemiante, dando mejores
resultados y mayor rendimiento el extracto de metanol con 4.89%, a diferencia de
el extracto de acetato de etilo y hexanico con los que obtuvo 2.21% y 0.81%

repectivamente. ™

3. ANALISIS FITOQUIMICO
3.1. IDENTIFICACION DE GRUPOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS POR CCF:

Se realizé la identificacion cromatografica de grupos de metabolitos secundarios

de los extractos obtenidos con cada solvente. Se pudo diferenciar con ayuda de la
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fase mavil especifica para cada grupo de metabolitos secundarios, el desarrollo
de bandas caracteristicas, y ademéas se pudo calcular el RF para cada banda

desarrollada.

Se realiz6 una corrida general en donde se diferenciaron multiples bandas de
distinto color y distinta distancia recorrida, seguidamente utilizando fases
moviles adecuadas se procedid a la identificacion de flavonoides, taninos, y

alcaloides.
3.1.1. CORRIDA GENERAL

Para el desarrollo de esta corrida se empled la fase movil n-hexano:acetona
(8:2) en donde se evidenciaron bandas a simple vista, siendo positiva para los
tres extractos, y tambiéen al ser expuestas a luz UV en una longitud de onda de
365 nm. En el cromatofolio de identificacion general del extracto etandlico se
observo a simple vista el desarrollo de bandas de color amarillo, azul oscuro,
naranja, y verde en orden ascendente, las cuales presentan un Rf de 0.44, 0.52,
0.74, 0.85, 0.87; los resultados obtenidos podrian tratarse de grupos de
metabolitos secundarios como flavonoides, taninos y alcaloides, tal como se

muestra en la figura N°30.

Rf: 0.87

Rf: 0.80

Rf: 0.74 |

Rf: 0.55
Rf: 0.52

Rf: 0.30

Rf: 0.23

Rf: 0.10
Rf: 0.05

FIGURA N° 30: Cromatofolio del extracto etandlico
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El cromatofolio de la identificacion general del extracto acetato de etilo
observado a simple vista muestra el desarrollo de bandas de color amarillo,
verde oscuro y naranja en orden ascendente, las cuales presentan un Rf de
0.47, 0.62, 0.73; podria tratarse de grupos de metabolitos secundarios como

flavonoides y alcaloides, estos resultados se muestran en la figura N°31.

Rf: 0.73

Rf: 0.62

Rf: 0.47
Rf: 0.26

Rf: 0.15

FIGURA N° 31: Cromatofolio del extracto acetato de etilo

El cromatofolio de la identificacion general del extracto éter etilico observado
a simple vista muestra el desarrollo de bandas de color verde claro, amarillo,
naranja y las cuales presentan un Rf de 0.41, 0.48, 0.68; podria tratarse de
grupos de metabolitos secundarios como flavonoides y alcaloides; estos

resultados son visibles en la figura N°32.

La corrida general de los diferentes extractos hace notar la presencia de
diferentes bandas que indican diferentes grupos de metabolitos secundarios y

se aprecié un mayor numero de bandas en el extracto etanolico.
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Rf: 0.49
Rf: 0.26

Rf: 0.15

FIGURA N° 32: Cromatofolio del extracto éter etilico

3.1.2. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES:

La fase movil empleada fue n-butanol:acido acético:agua (4:1:5)"" la
observacion de bandas desarrolladas a simple vista fueron de color amarillo y
amarillo intenso. El uso del revelador &cido sulfdrico concentrado,
intensifico el color de las bandas y posteriormente se calcul6 los Rf del
cromatofolio, la corrida correspondiente al extracto etanolico, ubicada en el
extremo izquierdo obtuvo valores de 0.85 para la macha mas intensa y 0.69
para la mancha mas ténue, respecto al extracto de acetato de etilo ubicado en
el centro obtuvo un valor de 0.77 y respecto al extracto éter etilico no se
mostré banda que pudo deberse a la polaridad de este solvente al presentar

una baja polaridad, estos resultados se pueden evidenciar en la figura N°33.
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Rf: 0.93

Rf: 0.82

Rf: 0.77
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FIGURA N° 33: Cromatofolio de flavonoides de los tres extractos

Los flavonoides presentes en el extracto de hojas podrian tratarse de
quercetina y el kaempferol tal como lo muestra el estudio de Soni y Goswami
titulado “Identification, Isolation and Estimation of Flavonoids and Effect of
Growth Regulators and Salts on Flavonoids in Aegle marmelos and Moringa
oleifera in vitro” en donde los extractos fueron obtenidos por el método de
Soxhlet y para la identificacion de flavonoides se utilizo la fase movil antes
mencionada resultando los mismos valores de Rf para quercetina y

kaempferol.”’

Cabe mencionar el estudio de Devaraj, Krishna y Viswanatha, titulado
“Simultaneous determination of quercetin, rutin y kaempferol in the leaf
extracts of Moringa oleifera Lam. and Raphinus sativus by liquid
chromatography-tandem mass spectometry” que indican la presencia de
rutina, quercetina y kaempferol tanto en Moringa oleifera Lam. y Raphinus

sativus trabajaron mediante una técnica de maceracién utilizando etanol.”
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La presencia de estos flavonoides podrian atribuir el efecto hipoglucemiante
atribuido a las hojas de Moringa oleifera Lam. tal como lo muestra la revision
de informacion cientifica de Velasquez, Pedn, Zepeda y Jiménez, titulado
“Moringa (Moringa oleifera Lam.): potential uses in agricultura, industry and

medicine.”®

3.1.3. IDENTIFICACION DE TANINOS:

La fase mévil empleada fue metanol:agua (70:30)y el revelador fue Cloruro
Férrico al 1%. El cromatofolio de identificacion de taninos mostr6 dos bandas
de color azul que se evidenciaron solo en el extracto etandlico en donde los

valores de Rf fueron de 0.33 y 0.49, esto se muestra en la figura N°34.

Rf: 0.49

Rf: 0.33

FIGURA N° 34: Cromatofolio de taninos de extracto etandélico

Respecto a los extractos acetato de etilo y éter etilico no se evidenciaron
bandas tal como lo muestra el extracto etandlico, esto puede ser debido a la
baja capacidad de solubilidad de los taninos en solventes de baja polaridad.

3.1.4. IDENTIFICACION DE ALCALOIDES:

La fase mdvil empleada fue cloroformo:etanol (9:1), se usé como revelador el
reactivo de Dragendorff que se preparo inmediatamente antes de su uso. En el
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cromatofolio de identificacion de alcaloides se desarrollaron bandas de color
naranja intenso lo cual indica la presencia de alcaloides en los tres tipos de
extractos se procedio al calculo de los Rf, correspondiente al extracto
etanolico ubicado en el extremo izquierdo se observo una banda con valor de
Rf 0.51; respecto al extracto de acetato de etilo ubicado en la parte central se
visualizaron una banda con valor de Rf fueron 0.41 y respecto al extracto éter
etilico ubicado en el extremo derecho se visualizdO una banda cuyo Rf

calculado fue de 0.42, los resultados se visualizan en la figura N°35.

] v r’

.W

Rf: 0.51

FIGURA N° 35: Cromatofolio de alcaloides de los tres extractos

4. IDENTIFICACION DE SAPONINAS

Para el desarrollo de este ensayo se tomd 1ml de extracto etanolico, acetato de
etilo y éter etilico en un tubo de ensayo en donde se completé con 10ml de agua,
se agitd vigorosamente por 30 segundos y se dejo en reposo por 30 minutos.

Se observo la formacién de una capa de espuma persistente y alta pasado el
tiempo en el extracto etandlico, lo que evidencia que las hojas de moringa
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presentan saponinas. En la figura N°36 se aprecian los tubos con los diferentes
extractos en el lado izquierda extracto etandlico, en el medio acetato de tilo y el

lado derecho éter etilico.

FIGURA N° 36: Prueba de espuma.
5. ESTUDIO DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE

La etapa de ambientacién (7 dias) y la alimentacion estandarizada (maiz, trigo,
cebada y agua) en ratas Wistar, fue con la finalidad de evitar errores
experimentales. La STZ se disolvié con suero fisiologico, obteniéndose una
solucidn, previo a esto se hicieron los calculos respectivos para la dosis de cada
animal, que fue determinado por su peso y por la via a administrarse.

Se procedi6 a la administracion de la solucién de STZ por via intraperitoneal.
Cabe mencionar que no se tuvo problemas al momento de la disolucion con el
suero fisioldgico, ya que es soluble. Una vez comprobada la hiperglucemia
inducida en las ratas, después de 48 horas de administracion de STZ (dia 0), se
continué con la administracion de los diferentes tratamientos: extractos de
Moringa oleifera Lam “Moringa” por sonda orogastrica a dosis de 350 mg/Kg y
500 mg/Kg al grupo correspondiente una vez por la mafian durante 30 dias hasta

llegar al dia 30 de tratamiento.
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Empezado el tratamiento se midi6 la glucosa cada cindo dias: dia5, dia 10, dia
15, dia 20, dia 25 y dia 30, observandose que los grupos que recibieron el
extracto de hojas de Moringa a una dosis de 500 mg/Kg mostraron una mejor
respuesta en comparacion a la dosis de 350 mg/Kg, y resultados similares a
tratamiento de Metformina 350 mg/Kg. El peso fue monitoreado durante todo el
desarrollo experimental. La pérdida de peso corporal y el aumento en el consumo
de agua y comida en los animales enfermos, GRUPO STZ, que no recibid

tratamiento y su niveles de glucosa aumentaron.
5.1. EVALUACION DEL PESO

El monitoreo del peso de las ratas fue al empezar la investigacion, después de
aplicada la STZ (dia 0) y a los dias 5, 10, 15, 20, 25 y 30 de iniciado el

tratamiento.

TABLA N°5: Evolucion de los pesos (g) promedio de los diferentes grupos
experimentales durante el tratamiento

PESOS (9)
POST TRATAMIENTO
GRUPOS PESO
STZ DIA  DIA DIA | DIA  DIA | DIA
INICIAL
(DIA0) 5 10 15 20 25 30
Metformina
330.0 312.6 | 301.2 | 293.6 | 286.0 | 278.6 A 270.4 | 263.8
350 mg/Kg
Extracto
349.2 329.0 | 322.0 | 313.2 | 302.6 | 288.6 | 275.4 | 263.0
500 mg/Kg
Extracto
354.8 3344 | 324.6 | 319.0 | 314.4 | 305.8  297.6 286.8
350 mg/Kg
STZ 332.0 316.4 | 303.4|291.4|278.6 | 259.0 | 246.7 | 221.3
Grupo
294.6 296.4 | 307.6 | 317.6 | 328.2 | 344.0 | 355.4 | 366.4
blanco

La TABLA N°5 y FIGURA N°37 muestran resultados claros sobre el grupo

blanco en donde los animales van ganando peso en relacion al tiempo ya que no
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recibieron STZ, el grupo tratado con Metformina después de producida la
hiperglucemia (dia 0) hasta los 30 dias se observa una disminucion de pesos en
promedio de 15.61%; el extracto etandlico de hojas de Moringa a una dosis de
500 mg/Kg evidencidé una disminucion promedio de 20.0%; con el extracto
etandlico de hojas de Moringa a una dosis de 350 mg/Kg se llega a un promedio
de disminucion de peso de 14.23%, mientras que el grupo STZ que no recibid

tratamiento un promediode disminucion de 30.0%.

FIGURA N°37: Evolucién de los pesos promedio (g) de los diferentes grupos
experimentales durante el tratamiento
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De acuerdo a estos resultados se puede afirmar que el extracto etandlico de
Moringa oleifera Lam a dosis de 350 mg/Kg y la Metformina evitan un descenso

marcado en el peso, nos indica una recuperacion de la hiperglucemia.

5.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

Para el estudio estadistico de los resultados se realizé el ANOVA para indicar
si existen diferencias significativas en los resultados y se usé la prueba de

Tukey para ver las diferencias entre los diferentes grupos experimentales.

5.2.1. EVALUACION GLUCOSA BASAL:
Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza del 95% en el cual se
muestra que las diferencias entre los niveles de glucosa basal entre los
grupos de experimentacion no son significativas (p>0.05) ANEXO N°
11.
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TABLA N° 6: Comparacion de la concentracion de glucosa basal
(mg/dL) entre los grupos experimentales

Tratamientos Casos | Media (mg/dL)
Grupo blanco 5 63.4
Estreptozotocina 5 69.4
Extracto 500mg/Kg 5 62.6
Extracto 350 mg/Kg 5 65.0
Metformina 350 mg/Kg 5 60.6
Valor F 1.25
Valor P 0.3232

La TABLA N°6 y la FIGURA N°38 se observa la comparacion de la
concentracion de glucosa basal de los grupos de experimentacién en los que
los valores estan entre un rango de 60.6 mg/dL a 69.4 mg/dL.

FIGURA N°38: Comparacion de la concentracion de glucosa basal
(mg/dL) entre los grupos experimentales
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Aplicado el tratamiento estadistico se concluye que la experimentacion se
inicia en igualdad de condiciones en todos los grupos experimentales,
justificando que la etapa de ambientacion y estandarizacién fue fundamental
para el inicio del trabajo experimental.
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5.2.2. EVALUACION GLUCOSA POST-STZ (DIA 0):
Los niveles de glucosa fueron monitoreados después de 48 horas de aplicada

la STZ, a partir de este dia se inici6 el tratamiento durante 30 dias.

Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre

los grupos experimentales. ANEXO N°12

TABLA N°7: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) post-

estreptozotocina entre los grupos experimentales

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) | TUKEY
Grupo Blanco 5 65.6 A
Estreptozotocina 5 400.2 B
Extracto 500 mg/Kg 5 417.8 B
Extracto 350 mg/Kg 5 434.6 B
Metformina 350 mg/Kg 5 393.6 B

En la TABLA N°7 y FIGURA N° 39 se evidencia las diferencias entre los
grupos, se aplico el test Tukey, que revela que el Grupo Blanco discrepa
significativamente de los demas grupos que mostraron una elevacion de
valores de hasta 434.6 mg/dL, esto indica que la induccidn a hiperglucemia se

realiz6 con éxito.

FIGURA N°39: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL)

post-estreptozotocina entre los grupos experimentales

500 =
[ o

5 1 B ]

400 IJJ_ 5 | ] J_ —— -

e F 1 ]

] L J

8 300 -

= L i

2 ]
©

T 200 — —]
8

3 1ol -

[ ]

0 -

G.Blanco Estrep. Metfo. 350 mg/lkg E.500mg/kg  E. 350 mg/kg
Tratamiento

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Los dos principales componentes que son utilizados para inducir la diabetes:
STZ y Aloxano, dado que presentan similitud en su estructura con la glucosa,
esta puede competir con aloxano y STZ, y por lo tanto los animales en ayunas
tienden a ser mas susceptibles por lo cual antes de la aplicacion de la STZ los
animales estuvieron con 12 horas de ayuno, se recomienda la preparacion de

STZ inmediatamente antes de la inyeccion.>®

Los valores de hiperglucemia inducida por STZ en los grupos de ratas Wistar
logran incrementos considerables de los niveles de glucosa que van desde
valores entre 393.6 mg/dL en grupo Metformina a 434.6 mg/dL en el grupo
de extracto de moringa a 350 mg/Kg, lo cual evidencia que se logré con éxito
la induccion de hiperglucemia en ratas con esta dosis; lo mismo lo comprueba
el estudio realizado por Muhammad Zafar y Syed Naeem-ul-Hassan Naqvi
titulado “Effects of STZ-Induced Diabetes on the Relative Weights of
Kidney, Liver and Pancreas in Albino Rats: A Comparative Study”, donde
trabajatron a una dosis de 45 mg/Kg también llegando a niveles de glucosa

siendo el més alto de 322.2 mg/dL.%®

5.2.3. EVALUACION GLUCOSA DIA 5:
Se realizé el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre
los grupos experimentales. ANEXO N°13

TABLA N° 8: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
5to dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) f TUKEY

Grupo Blanco 5 68.2

Estreptozotocina 5 406.6 C
Extracto 500 mg/Kg 5 372.6 C
Extracto 350 mg/Kg 5 400.4 C
Metformina 350 mg/Kg 5 230.2 B
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En la TABLA N°8 y FIGURA N° 40 se evidencia las diferencias entre los
grupos, se aplico el test Tukey, este revela que a los cinco dias de tratamiento
el Grupo Blanco discrepa significativamente de los demés, manteniendo un
valor en los niveles de glucosa de 68.2 mg/dL por lo cual se hace notar que la

dieta no tiene mayor relevancia.

Adicionalmente el grupo Metformina muestra una diferencia significativa ya
que el farmaco actia con mayor rapidez llegando a un promedio de 230
mg/dL en los niveles de glucosa a diferencia de los grupos Extracto a dosis de
500 y 350 mg/Kg que llegaron a promedios de 372.6 y 400.4 mg/dL

respectivamente.

El grupo STZ tuvo un leve aumento en los niveles de glucosa con un
promedio de 406.6 mg/dL, puesto que este grupo no recibié ningln

tratamiento, no mostrando diferencia significativa con los grupos Extracto.

FIGURA N° 40: Comparacion de la concentracién de glucosa (mg/dL) al

5to dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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La medicion de los niveles de glucosa cada 5 dias después de iniciado los
tratamientos con el glucometro, fue trabajado por Mamani y Palomino en su
estudio titulado “Efecto hipoglicemiante de la asociacion de Smallanthus
sonchifolius “yacon” y Geranium dielsianum “pasuchaca” en ratas con

diabetes inducida experimentalmente”, donde los resultados fueron
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satisfactorios y los datos obtenidos fueron suficientes para la aplicacion de un

tratamiento estadistico.”®

5.2.4. EVALUACION GLUCOSA DIA 10:

Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre
los grupos experimentales. ANEXO N°14.

TABLA N° 9: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
10mo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) | TUKEY
Grupo Blanco 5 69.6 A
Estreptozotocina 5 409.4 D
Extracto 500 mg/Kg 5 338.0 C
Extracto 350 mg/Kg 5 356.6 C
Metformina 350 mg/Kg 5 171.6 B

En la TABLA N°9 y FIGURA N° 41 se evidencia las diferencias entre los
grupos, se aplico el test Tukey, este revela que a los diez dias de tratamiento
el Grupo Blanco discrepa significativamente de los demas, manteniendo un
valor en los niveles de glucosa de 69.6 mg/dL por lo cual se hace notar que la
dieta no tiene mayor relevancia.

El grupo Metformina muestra una diferencia significativa ya que el fa&rmaco
actla con mayor rapidez llegando a un promedio de 171.6 mg/dL en los
niveles de glucosa a diferencia de los grupos Extracto a dosis de 500 y 350

mg/kg que llegaron a promedios de 338.0 y 356.6 mg/dL respectivamente.

El grupo STZ tuvo un leve aumento en los niveles de glucosa con un
promedio de 409.4 mg/dL, puesto que este grupo no recibié ningln
tratamiento, a este nivel ya se presenta una diferencia significativa frente a los

grupos de Extracto.
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FIGURA N° 41: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
10mo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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5.2.5. EVALUACION GLUCOSA DIA 15:

Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre

los grupos experimentales. ANEXO N°15.

TABLA N° 10: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al

15vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) | TUKEY
Grupo Blanco 5 71.2 A
Estreptozotocina 5 412.2 E
Extracto 500 mg/Kg 5 258.4 C
Extracto 350 mg/Kg 5 306.0 D
Metformina 350 mg/Kg 5 146.8 B

En la TABLA N°10 y FIGURA N° 42 se evidencia las diferencias
significativas entre todos los grupos, se aplicé el test Tukey, este revela que a

los quince dias de tratamiento todos los grupos discrepan entre si.
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El grupo Blanco sigue conservando los niveles de glucosa en un promedio de
71.2 mg/dL que indica que la dieta no tiene mayor relevancia en estos niveles.

El grupo Metformina muestra una diferencia significativa llegando a un
promedio de 146.8 mg/dL, ademas se observa la diferencia significativa de
los promedios entre los grupos Extracto a dosis de 500 y 350 mg/Kg que
llegaron a 258.4 y 306 mg/dL respectivamente. Se observa que los promedios
de la concentracion de niveles de glucosa van disminuyendo en los grupos
que reciben tratamiento, en comparacion a la concentracion de niveles de

glucosa del grupo STZ.

En este tiempo de evaluacion se aprecié una marcada diferencia entre los
tratamientos, es decir con Metformina se obtiene la mayor disminucion de los
niveles de glucosa, seguido por el extracto de Moringa a una dosis de 500
mg/Kg.

El grupo STZ mantuvo los niveles de glucosa altos con un promedio de 412.2
mg/dL, puesto que este grupo no recibié ningln tratamiento, mostrando

diferencia significativa con todos los grupos de experimentacion.

FIGURA N° 42: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al

15vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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5.2.6. EVALUACION GLUCOSA DIA 20:
Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre

los grupos experimentales. ANEXO N°16.

TABLA N° 11: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al

20vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS MEDIA (mg/dL) | TUKEY

Grupo Blanco 5 724 A
Estreptozotocina 5 416.8 E
Extracto 500 mg/Kg 5 192.8 C
Extracto 350 mg/Kg 5 250.8 D
Metformina 350 mg/Kg 5 116.6 B

En la TABLA N°11 y FIGURA N°43 se evidencia las diferencias
significativas entre todos los grupos, se aplico el test Tukey, este revela que a

los veinte dias de tratamiento todos los grupos discrepan entre si.

El grupo Blanco sigue conservando los niveles de glucosa en un promedio de

72.4 mg/dL que indica que la dieta no tiene mayor relevancia en estos niveles.

El grupo Metformina muestra una diferencia significativa llegando a un
promedio de 116.6 mg/dL, ademas se observa la diferencia significativa de
los promedios entre los grupos Extracto a dosis de 500 y 350 mg/Kg que
Ilegaron a 192.8 y 250.8 mg/dL respectivamente.

Se observa que los promedios de la concentracion de niveles de glucosa van
disminuyendo en los grupos que reciben tratamiento, en comparacién a la

concentracion de niveles de glucosa del grupo STZ.

En este tiempo de evaluacion se aprecid una marcada diferencia entre los
tratamientos, es decir con Metformina se obtiene la mayor disminucion de los
niveles de glucosa, seguido por el extracto de Moringa a una dosis de 500

mg/Kg.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

El grupo STZ mantuvo los niveles de glucosa altos con un promedio de 416.8
mg/dL, puesto que este grupo no recibié ningun tratamiento, mostrando

diferencia significativa con todos los grupos de experimentacion.

FIGURA N° 43: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
20vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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5.2.7. EVALUACION GLUCOSA DIA 25:

Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre
los grupos experimentales. ANEXO N°17.

TABLA N° 12: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
25vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) | TUKEY
Grupo Blanco 5 73.4 A
Estreptozotocina 3 418.3 D
Extracto 500 mg/Kg 5 151.0 C
Extracto 350 mg/Kg 5 162.4 C
Metformina 350 mg/Kg 5 89.8 B

En la TABLA N°12 y FIGURA N°44 se evidencia las diferencias

significativas entre todos los grupos, se aplicé el test Tukey, este revela que a
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los veinticinco dias de tratamiento los grupos Blanco, Metformina, Extracto a
las dos dosis y STZ discrepan entre si.

El grupo Blanco sigue conservando los niveles de glucosa en un promedio de

73.4 mg/dL que indica que la dieta no tiene mayor relevancia en estos niveles.

El grupo Metformina muestra una diferencia significativa llegando a un

promedio de 89.8 mg/dL, que tiene a acercarse a los valores normales.

Los grupos Extracto a dosis de 500 y 350 mg/Kg que llegaron a 151 y 162.4
mg/dL respectivamente, no muestran diferencia significativa en este periodo

de tiempo.

Se observa que los promedios de la concentracion de niveles de glucosa van
disminuyendo en los grupos que reciben tratamiento, en comparacion a la
concentracion de niveles de glucosa del grupo STZ, que mantiene altos
niveles de glucosa en u promedio de 418.33 y es a este tiempo donde se

produce el deceso de dos unidades de estudio (ratas).

FIGURA N° 44: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al

25vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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5.2.8. EVALUACION GLUCOSA DIA 30:

Se realiz6 el ANOVA a un nivel de confianza de 95% donde se evidencia
que el valor p<0.01, lo que indica la diferencia altamente significativa entre
los grupos experimentales. ANEXO N°18.
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TABLA N° 13: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al
30vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS CASOS | MEDIA (mg/dL) | TUKEY

Grupo Blanco 5 75.6 A
Estreptozotocina 3 424.0 D
Extracto 500 mg/Kg 5 99.6 B
Extracto 350 mg/Kg 5 120.2 C
Metformina 350 mg/Kg 5 68.0 A

En la TABLA N°13 y FIGURA N°45 se evidencia las diferencias
significativas entre los grupos, se aplico el test Tukey, este revela que a los
treinta dias dos grupos guardan similitud. El grupo Blanco guarda similitud
con el grupo Metformina 350 mg/Kg en donde los promedios de los niveles
de glucosa estan en 75.6 mg/dL y 68 mg/dL respectivamente, lo que concluye
que el grupo Metformina alcanz6 sus valores basales de glucosa al final del
tratamiento. El grupo Extracto a dosis de 500 mg/Kg al finalizar el
tratamiento alcanza un promedio de niveles de glucosa de 99.6 mg/dL,
mostrando una diferencia signifcativa respecto al grupo Extracto a una dosis
de 350 mg/Kg que lleg6é a una promedio de 120.2 mg/dL, por lo tanto se
concluye que el extracto con mayor dosis muestra un efecto hipoglucemiante
mejor en este periodo de tratamiento.El promedio de los niveles de glucosa

del grupo STZ, se mantiene en niveles altos 424 mg/dL.

FIGURA N° 45: Comparacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) al

30vo dia entre los grupos experimentales a diferentes tratamientos
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La dosis elegida de Metformina fue de 350 mg/Kg usada para el control
positivo en la realizacion del presente trabajo, ya que en el estudio realizado
por Figueroa, Diaz, Camacho y LOpez titulado “Efectos inducidos por Ruta
graveolens L., Cnidoscolus chayamansa McVaugh y Citrus aurantium L. sobre
los niveles de glucosa, colesterol y triacilglicéridos en un modelo de rata
diabética.”, la induccion experimental fue con aloxano y utiliz6 como uno de
sus controles positivos Metformina 350 mg/kg por un periodo de 30 dias
Ilegando a un valor final de niveles de glucosa de 130 mg/dL, en comparacion
con el presente trabajo Metformina 350mg/Kg llegd a un porcentaje de
reduccion del 82.61 %.%

Con la finalidad de determinar la dosis del extracto de Moringa con mayor
efecto hipoglucemiante y la dosis adecuada se realiz6 una revision bibliografia,
en el estudio realizado por los investigadores Hafiz Muhammad Irfan, Mohd
Zaini Asmawi, Nurzalina Abdul Karim Khan y Amirin Sadikun, titulado
“Effect of Ethanolic Extract of Moringa oleifera Lam. Leaves on Body Weight
and Hyperglycemia of Diabetic Rats.” el extracto de hojas con dosis de 1000,
500, 250, 125 mg / kg de peso corporal por via oral, mostrando un efecto
mayor en las dosis mas altas, por lo cual se determind trabajar con dosis de 350
y 500 mg/Kg de peso, obteniendo buenos resultados, con una dosis de 350
mg/Kg de peso se logré una disminucion 72.22 % y con una dosis de 500
mg/Kg de peso se logré una disminucion de 76.14 %.%

5.2.9. EVOLUCION DE LOS NIVELES DE GLUCOSA DURANTE 30
DIAS DE TRATAMIENTO:

En cuanto a la interaccion TABLA N° 15 y FIGURA N°46 se evidencia
claramente que en el grupo Blanco los niveles de glucosa permanecen
estables con promedios 69 mg/dL, los grupos a los cuales se aplico la STZ
logran incrementos considerables en los niveles de glucosa con un minimo
que fue de 393.6 mg/dL en el grupo Metformina, y el valor maximo 434.6
mg/dL en el grupo de extracto de Moringa a 350 mg/Kg.
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TABLA N° 14: Evolucion de los niveles de glucosa promedio
(mg/dL) de los diferentes grupos experimentales durante el

tratamiento

TRATAMIENTOS CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
(mg/Kg) BA DIA DIA DIA |DIA DIA DIA |DIA
SAL 0 5 10 15 20 25 30
Grupo blanco 63.4 | 656 | 682 696 71.2| 724| 734 756
Estreptozotocina 69.4 | 400.2 | 406.6  409.4 | 412.2 | 416.8 | 418.3 424.0
Extracto 500 62.6 | 417.8 | 372.6  338.0 | 258.4 | 192.8 | 151.0  99.6
Extracto 350 65.0  434.6 = 400.4 356.6  306.0  250.8 | 162.4 120.2
Metformina 350 60.6 393.6 230.2 171.6 | 146.8 | 1166 | 89.8 68.0

Las unidades experimentales tratadas con Metformina a partir de los 5 dias
hasta los 30 dias logran una disminucion de los niveles de glucosa llegando a
un promedio de 68 mg/dL a los 30 dias de tratamiento que se iguala al valor
inicial. A las que se les administro el extracto etandlico de hojas de Moringa a
500 mg/Kg se produjo una disminucion desde los 5 dias hasta los 30 dias
llegando a un promedio de 99.6 mg/dL el cual se encuentra muy cerca al
valor inicial, y con 350 mg/Kg del extracto etandlico de hojas de Moringa se
Ilega a los 30 dias a un promedio de 120.2 mg/dL en los niveles de glucosa.

FIGURA N° 46: Evolucion de los niveles de glucosa promedio (mg/dL)

de los diferentes grupos experimentales durante el tratamiento
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De acuerdo a estos resultados se puede afirmar que el extracto etandlico de
Moringa oleifera Lam a la concentracion de 500 mg/Kg es efectiva
necesitdndose quizds un periodo mas amplio de tratamiento para ser mas

semejantes a los valores basales.

Tal como lo evidencia Yassa y Tohamy., 2014 en su estudio titulado “Extract
of Moringa oleifera leaves ameliorates streptozotocin-induced Diabetes
mellitus in adult rats”, ellos prepararon un extracto acuoso de hojas secas
pulverizadas que fue probado en ratas Sprague-Dawley machos con diabetes
que fue inducido por STZ y se observo que las ratas con diabetes tratadas con
dicho extracto de hojas tuvieron una reduccién significativa en niveles de
glucosa, donde ademas reportan la actividad de los flavonoides como
quercetina y kaempferol presentes en el extracto de hojas de Moringa,
responsables del efecto hipoglucemiante.™

La disminucién de los niveles de glucosa en la presente investigacion
corrobora lo encontrado en otras investigaciones similares, como por ejemplo
el estudio realizado por Edoga, Njoku, Amadi y Okeke, titulado “Blood
Sugar Lowering Effect of Moringa Oleifera Lam in Albino Rats” sobre los
efectos hipoglucemiantes de Moringa oleifera en el cual se logra exhibir
efectos hipoglucémicos significativos, el extracto mostrd6 un efecto
dependiente de la dosis , se trabajo tres dosis de extracto acuoso de Moringa
oleifera 100, 200, 300 mg/Kg de peso con lo cual obtuvieron una reduccion
del 33,29%, 40,69% y 44,06% respectivamente de la concentracion de
glucosa en sangre, ellos concluyeron que al aumentar la dosis, aumenta el

porcentaje de disminucién.®

5.2.10. COMPARACION DE AREAS BAJO LA CURVA DE LOS
DIFERENTES TRAMIENTOS DURANTE EL TIEMPO DE
TRATAMIENTO:

Se realiz6 el calculo de las areas correspondientes a cada tratamiento desde la
medicién basal hasta el término del tratamiento, posteriormente se le aplico el
tratamiento estadistico, ANOVA resultando el valor p<0.001, que indica una

diferencia altamente significativa. ANEXO N°20.
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Posteriormente se realiz6 la prueba de Tukey dado que existia diferencia
significativa entre los grupos de tratamientos.

TABLA N° 15: Comparacion del area bajo la curva de los diferentes

tratamientos

Tratamientos Casos Media TUKEY
G. Blanco 5 21246 A
Metformina 5 4535 B
Extracto 500 5 7416.8 C
Extracto 350 5 8458.8 D
Estreptozotocina 5 11972.2 E

El &rea bajo la curva calculada para los diferentes tratamiento son diferentes
estadisticamente. Esto quiere decir que la menor area corresponde al grupo
Blanco en donde la media fue de 2124.6, este grupo no fue inducido a
hiperglucemia, ademas se continué con la dieta habital manteniendo sus

niveles de glucosa sin varaciones significativas.

El grupo Estreptozotocina fue el que desarrollé6 una mayor area bajo la curva
con una media de 11972.2, ya que este grupo fue inducido a hiperglucemia y
el tramiento fue un placebo (agua destilada) por tanto los valores se
mantuvieron elevados durante los 30 dias de tratamiento, incluso mostrando

una ligera tendencia a la elevacion.

Respecto a los grupos de tratamiento, el grupo Metformina mostré una area
bajo la curva con una valor de 4535, cercano al grupo Blanco pero
estadisticamente diferente, esto puede exlicarse por el pico producido en la
hiperglucemia y su rapido descenso en los niveles de glucosa, ya que al ser un
farmaco antihiperglucemiante el efecto se logra en un menor tiempo de
tratamiento. En cuanto a los grupos de los extractos a dosis de 350 mg/kg y
500mg/kg mostraron valores de areas de 7416.8 y 8458.8 respectivamente, no
llegando a un area similar al grupo Metformina pero si menor en comparacién

al grupo STZ
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En la FIGURA N° 47 se observa el grafico de las areas por los diferentes
tratamientos en donde comparamos el efecto producido en el tiempo de
tramiento verificando que el grupo Metformina fue el que alcanzo la
disminucion de valores de glucosa en un menor tiempo y por esto su area
bajo la curva fue menor. Los extractos alcazaron un &rea mayor pero diferente
al grupo STZ, concluyendo que si existe un efecto hipoglucemiante en este

periodo de tratamiento.

FIGURA N° 47: Comparacion del &rea bajo la curva de los diferentes

tratamientos
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5.2.11. FLUCTUACION DE LOS NIVELES DE GLUCOSA DURANTE
30 DIAS DE TRATAMIENTO:

TABLA N°16: Efecto de concentracién de moringa sobre fluctuaciones

de glucosa (mg/dL) después de 30 dias de tratamiento

Tratamiento Promedio Promedio | Promedio | Promedio %
(mg/Kg) Inicial Post-STZ 30dias | disminucion | disminucion
Extracto 500 62.6 +/- 417.8 +/- 99.6 +/- 318.2 +/- 76.14
9.74 22.62 5.41 19.26
Extracto 350 65 +/- 434.6 +/- 120.2 +/- 314.4 +/- 72.22
7.68 42.65 6.49 38.04
Metformina 350 60.6 +/- 393.6 +/- 68 +/- 325.6 +/- 82.61
4.16 34.44 8.66 35.24
Estreptozotocina | 69.4 +/- 400.2 +/- 424 +/- 34.67 +/- 5.46
1.14 23.29 10.44 14.57
Grupo Blanco 63.4 +/- 65.6 +/- 75.6 +/- 10+/- | -
6.88 7.23 6.11 2.45
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Enla TABLA N° 16 y FIGURA N°48 se muestra los resultados de los niveles
de glucosa inicial los cuales fluctian entre un promedio de 60.6 +/- 4.46
mg/dL a 69.4 +/- 1.14 mg/dL; luego los niveles de glucosa después de la
aplicacion de la STZ se incrementan hasta un promedio que fluctua 393.6 +/-
34.44 mg/dL a 434.6 +/- 42.65 mg/dL.

Los niveles promedios de glucosa a los 30 dias muestran que con Metformina
llegan a un promedio de 68 +/-. 8.66 mg/dL presentando una disminucion del
82.61%, con el extracto de hojas de moringa a 500 mg/Kg a los 30 dias llega
a un promedio de 99.6 +/- 541 mg/dL llegando a un porcentaje de
disminucion de los niveles de glucosa de 76.14% con extracto a 350 mg/Kg
se llego a los 30 dias de tratamiento a niveles de glucosa 120.2 +/- 6.49
mg/dL y un porcentaje de disminucion de 72.22%. El grupo que recibié STZ
mostro un leve aumento en los valores de glucosa 5.46 % durante toda la
experimentacioén, lo que da de manifiesto la efectividad de la Moringa fue a

una dosis de 500 mg/Kg.

FIGURA N°48: Efecto de concentracion de moringa sobre fluctuaciones

de glucosa (mg/dL) después de 30 dias de tratamiento
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6. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, extrayendo los
organos higado y pancreas, detallando los resultados a continuacién.
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v' Pancreas:
En las ratas con hiperglucemia inducida por STZ se visualizd infiltrado
inflamatorio, el cual reemplazaba las células dafiadas del islote pancreéatico
ademas de anormalidades en su arquitectura; respecto a las ratas tratadas
con el extracto etandlico de Moringa a una dosis de 500 y 350 mg/Kg se
observé una arquitectura histoldgica conservada y no habia evidencia del
inflitrado inflamatorio; por dltimo en el grupo metformina se observa una

moderada congestion y turbidez.

Los resultados se detallan en la TABLA N° 17.

TABLA N°17: Estudio histopatoldgico de pancreas de los grupos de

experimentacion

PANCREAS

OBSERVACIONES CONCLUSION IMAGEN

GRUPO BLANCO

Las ratas blanco presentaron una
histologia pancreética sin
alteraciones microscopicas ademas | Morfologia Normal

el nimero de islotes de

Langerhans es adecuado.

GRUPO CONTROL STZ

Las ratas control negativo se

evidencia anormalidades en la )
. o Infiltrado
arquitectura histologica, con . )
) ) o inflamatorio de
presencia de material eosindfilo e
o ) ) reemplazo en el
infiltrado inflamatorio compuesto N .
tejido pancreético

por polimorfonucleares y
linfocitos.
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GRUPO EXTRACTO
MORINGA 500 mg/Kg

Se observa la presencia de islotes
de Langerhans sin presencia de Morfologia Normal

infiltrado inflamatorio y sin

alteraciones arquitecturales.

GRUPO EXTRACTO
MORINGA 350 mg/Kg

Disminucién nimero células de
islotes de Langerhans, y con Leve congestion
estructuras bien definidas.

GRUPO METFORMINA 350

mg/Kg
Disminucién del nimero de
células de Langerhans en Moderada
comparacion al grupo blanco, pero congestion'y
turbidez

estructuras celulares definidas.

v HIGADO:

En las ratas con hiperglucemia inducida por STZ se observa edema de
hepatocitos ademas dilatacion y congestion vascular; respecto a las ratas
tratadas con el extracto etanolico de Moringa a una dosis de 500 y 350
mg/Kg se observd una arquitectura histologica conservada y leve edema,

al igual que el grupo de Metformina.

Los resultados se detallan en la TABLA N°18.
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TABLA N°18: Estudio histopatoldgico de pancreas de los grupos de

experimentacion

HIGADO

OBSERVACIONES CONCLUSIONES IMAGEN

GRUPO BLANCO

Histologia hepatica sin Morfologia normal

alteraciones microscépicas

significativas.

GRUPO STZ

Se observa edema de hepatocitos
principalmente en los circundantes Dafio hepético
de los espacios porta, ademas SEVero

dilatacion y congestion vascular.

GRUPO EXTRACTO
MORINGA 500 mg/Kg

Se observa hepatocitos con leve Leve edema
edema, arquitectura histologica

conservada

GRUPO EXTRACTO
MORINGA 350 mg/Kg

Se observa hepatocitos con leve Leve edema
edema, arquitectura histoldgica

conservada.
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GRUPO METFORMINA 350
mg/Kg

Se observa hepatocitos con leve
edema, arquitectura histoldgica sin Leve edema

alteraciones significativas.

Los analisis histopatologicos realizado a los érganos (pancreas y higado), fue
realizado con la tincion Hematoxilina-eosina el extracto etanolico de hojas de
moringa mostro tener un efecto protector de estos 6rganos dado que se puede
apreciar islotes con buen tamafio, los islotes se encuentran protegidos de dafio
celular, libre de necrosis y hemorragia; en contraste al grupo STZ que
muestra una reduccion clara de los islotes pancreaticos, de forma irregular, y
los cambios atroficos. Estos resultados también coinciden con los encontrados
por Licenciada en Nutricion Olga Karina Amador Garcia en su investigacion
titulada “Estudio bromatologico de las hojas de Moringa oleifera in vitro y ex
vitroy andlisis del efecto hipoglucemiante en ratas Wistar diabetizadas.”,
donde sus resultados muestras que los extractos de Moringa tienen un efecto

protector y de rejuvenecimiento de las células de los islotes de Langerhans.”

Ademas del examen histologico del pancreas de ratas diabéticas realizado por
Rajnish Gupta et al,. 2011 titulado “Evaluation of antidiabetic and antioxidant
activity of Moringa oleifera in experimental diabetes.” mostraron que el
tratamiento de extracto metandlico de Moringa oleifera invirtio
significativamente el dafio histoarquitectonico a las células de los islotes, con
lo que se avala lo encontrado en nuesto estudio histologico, donde muestran

resultados similares.®

De los estudios podemos decir que los tratamiento a base de plantas naturales
van a requerir dosis elevadas a diferencia de los farmacos tradicionales que ha
dosis pequefias pueden controlar la hiperglucemia. Sin embargo seguin
nuestro estudio el tratamiento con 500 mg/kg de extracto etandlico de hojas
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de Moringa y el tratamiento con metformina presentan un efecto
hipoglucemiante similar y en un mismo tiempo; por lo tanto esta
investigacion nos sirvio para demostrar que el extracto etanodlico a una dosis
de 500 mg/kg va a poseer mejor actividad hipoglucemiante y podria ser
considerada como una buena alternativa natural en el tratamiento de

hiperglucemia.>®
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron los extractos con los solventes que se mencionan a
continuacion ordenados por su polaridad , de mayor a menor: etanol 96°,
acetato etilo y éter etilico, de los cuales se obtuvieron rendimientos de
33.8%. 9.8% y 19.9% respectivamente.

2. El andlisis fitoquimico se evidencio la presencia de grupos de metabolitos
secundarios, en el extracto etanolico fueron: flavonoides, taninos, alcaloides
y saponinas; respecto al extracto de acetato de etilo: flavonoides, alcoloides
y; finalmente en el extracto de éter etilico: alcaloides.

3. Se comprob6 el efecto del extracto etandlico de hojas de Moringa en
animales de experimentacién inducidos a hiperglucemia experimental, en los
30 dias de tratamiento, no llegando a los valores basales pero se logré una
disminucion del 76.14% a la dosis de extracto de Moringa 500 mg/Kg.

4. La dosis que logro una disminucion efectiva en los 30 dias de tratamiento,
fue la dosis de extracto de Moringa 500 mg/Kg logrando una disminucién de
76.14%.

5. Se determino que el extracto etanolico de hojas de Moringa a dosis de 350 y
500 mg/kg alcanzan un porcentaje de disminucion 72.22% y 76.14%
respectivamente , mientras que el grupo Metformina alcanza un porcentaje
de disminucion de 82.61%.

6. Se logré observar mediante el estudio histopatolégico de pancreas, la
proteccion de las células de los islotes de Langerhans sin alteraciones
arquitecturales ni citoldgicas en los grupos a los que se aplicé el extracto de
hojas de Moringa a dosis de 350 y 500 mg/Kg; por otra parte en el grupo
STZ se evidencio infiltrado inflamatorio en reemplazo de las células dafiadas

de los islotes de Langerhans.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar la dosis toxica del extracto etandlico de hojas de Moringa oleifera
Lam. en animales de experimentacion.

2. ldentificacion cuantitativa de los diferentes compuestos presentes en los
extractos de hojas de Moringa oleifera Lam.

3. Realizar un estudio histologico mediante técnicas mas especificas para una
mejor determinacion del dafio pancreatico y evaluar otros indicadores
serolégicos.

4. Realizar un estudio de asociacion de un hipoglucemiante oral con extracto de

hojas de Moringa oleifera Lam.
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ANEXOS
ANEXO N° 01

IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Ry

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN F
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS (@
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA AN

)
[} <
d/\ vy

CONSTANCIA 10- 2018-HUSA

£l Director del Herbarium Aregvipense {HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas de la planta traida al laboratorio para el andlisls botanico
corresponde a |a especie Moringo oleifera Lom de la familla Meringaceae de nombre comdn
“Marango”. Dichas muestras fueron obtenidas de zonas de cultive del distrito del Pedregal,
provincia de Caylloma, departamento Arequips por IDANIA ESTEPHANY CHOQUE LLERENA y
CRISTEL PATRICIA CAMARGO ANAHUA, para la ejecucién de la Tesis: EVALUACION DEL
EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Moringa oleifero "Moringa” EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION. AREQUIPA, 2018, de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Catélica de Santa Maria.

Los resultados de dicha identificacion y tipificacidn corresponde segin APG IV :

DIVISION : Angiospermae
Clado: Eudicots

Clado: Rosids

ORDEN: Brassicales

FAMILIA: Moringaceae
GENERO: Moringa

ESPECIE: Moringa oleifero Lam

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que se estime por
conveniente.

Arequipa 18 de Abril del 2018

-
Bligo. Leoncio l\‘arir'xo Herrera
DIRECTOR
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ANEXO N° 02

RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Moringa oleifera Lam

“MORINGA”
Extracciones por | Peso del Extracto Peso del Peso del
triplicado Etanolico blando Extracto de Extracto de
(0) Acetato de Etilo = Eter Etilico
blando (g) blando ()
1 3.38 0.98 1.99
2 341 1.20 2.01
3 3.36 1.00 2.02
Promedio 3.38 1.06 2.00
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ANEXO N° 03
CALCULOS PARA LA DOSIFICACION DE LOS TRATAMIENTOS

Dosificacion de STZ (45 mg/Kg)

45 mg-------------- Kg 20 mg ------------- Iml
X oo 0.386Kg 17.37 mg------------ Y
X=17.37 mg de STZ Y=0.87 ml

Dosificacion de tratamientos: Considerando el 20% de agua presente en el extracto
blando

» Grupo extracto 500 mg/Kg

500 mg---------=---- Kg 70,mg ------------- iml
X -y 0.342 Kg /)l E— Y
X= 171 mg de extracto Y=2.44 ml
» Grupo extracto 350 mg/Kg
350 mg-------------- Kg 70 mg ------------- iml
QT — 0.364 Kg i /) E—— Y
X=127.4 mg de extracto Y=1.82ml
» Grupo Metformina 350 mg/Kg
350 mg-------------- Kg 70 mQ ------------- iml
QT —— 0.346 Kg XTI 1o E— Y
X=121.1 mg de Metformina Y=173ml
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ANEXO N° 04

EFECTO HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Moringa oleifera Lam (MORINGA) (500 mg/Kg)

GRUPO DE EXTRACTO ETANOLICO 500mg/Kg
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
TRATAMIENTO
N° | RATAS POST
INICIAL | STZ I'DjA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
(DIAD) | 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30
1| CBZ 51 419 | 385 | 338 | 255 | 194 | 146 | 98
2 | DORSO 71 422 | 386 | 364 | 271 | 201 | 159 | 101
3 | COLA 69 443 | 360 | 331 | 246 | 199 | 155 | 100
PATA
4 | ANT 53 381 | 336 | 301 | 221 | 153 | 121 | 92
DER
PATA
5 | POST 69 424 | 396 | 356 | 209 | 217 | 174 | 107
DER
PROMEDIO 62 419 | 372 | 340 | 258 | 192 | 151 | 99
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ANEXO N° 05

EFECTO HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Moringa oleifera Lam (MORINGA) (350 mg/Kg)

GRUPO DE EXTRACTO ETANOLICO 350mg/Kg
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
TRATAMIENTO
N° | RATAS POST

INICIAL | STZ "pja [ DIA | DIA | DIA | DIA | DIA

(DIAO) | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30
CABZ-

1 | DORSO- 68 386 | 352 | 321 | 268 | 241 | 158 | 110
COLA
CBZ-PAT

2 72 482 | 441 | 395 | 326 | 247 | 168 | 122
ANT DER
CBZ-

3 | PATPOST | 52 447 | 402 | 364 | 310 | 232 | 162 | 121
DER
CBZ-PAT

4 65 304 | 373 | 302 | 274 | 245 | 159 | 120
ANT 1ZQ
CBZ-PAT

5 68 464 | 434 | 401 | 352 | 289 | 165 | 128
POST 1ZQ

PROMEDIO 65 434 | 400 | 356 | 306 | 250 | 162 | 120
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ANEXO N° 06

EFECTO HIPOGLICEMIANTE EN EL GRUPO METFORMINA (850mg)

GRUPO DE METFORMINA 350mg/Kg
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
TRATAMIENTO
N° | RATAS POST

INICIAL | STZ ["Bja [ DiA | DiA | DIA | DIA | DIA

(DIAO) | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30
CBZ-4

1 61 422 | 251 | 189 | 152 | 117 | 84 | 63
PATAS
CBZ-

2 60 395 | 242 | 182 | 149 | 115 | 79 | 59
DORSO
CBZ-PATA

3 54 424 | 211 | 162 | 151 | 120 | 95 | 81
ANTRS
CBZ-PATA

4 65 339 | 203 | 154 | 134 | 113 | 94 | 72
POSTRS
CBZ-PATA

5 63 388 | 244 | 171 | 148 | 118 | 97 | 65
CRUZD

PROMEDIO 60 393 | 230 | 171 | 146 | 116 | 89 | 68
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ANEXO N° 07

EFECTO HIPOGLICEMIANTE EN EL GRUPO STZ (AGUA DESTILADA)

GRUPO DE CONTROL POSITIVO
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
N TRATAMIENTO
POST
. | RATAS | \vicia
S STZ |'Dia [ DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
(DIAO)| 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30
PATA ANT
1 68 399 | 403 | 404 | 407 | 415 | 419 | 425
IZQUIERDA
PATA POST
2 71 412 | 416 | 418 | 421 | 423
IZQUIERDA
PATA LAT
3 70 421 | 421 | 423 | 425 | 430
DERECHA
PATA LAT
4 69 361 | 381 | 386 | 391 | 397 | 398 | 406
IZQUIERDA
PATAS
5 69 408 | 412 | 416 | 417 | 419 | 421 | 428
ANTERIOR
PROMEDIO 69 400 | 406 | 409 | 412 | 416 | 412 | 419

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

ANEXO N° 08

EFECTO DE LA DIETA EN LOS NIVELES DE GLUCOSA

GRUPO BLANCO
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/dL)
TRATAMIENTO
N° | RATAS DIA

INICIAL o | DIA [ DIA [ DIA [ DIA | DIA | DiA

5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30
CBZ-PAT

1 74 76 | 78 | 78 | 81 | 82 | 82 | 84
LAD DERE
CBZ-PAT

2 65 65 | 67 | 69 | 68 | 69 | 70 | 73
LAD 1ZQ
DORSO-

3 63 69 | 72 | 73 | 74 | 76 | 77 | 79
COLA
CBZ PAT

4 59 60 | 64 | 66 | 69 | 70 | 72 | 74
ANTRES
PATAS

5 56 58 | 60 | 62 | 64 | 65 | 66 | 68
POSTRS

PROMEDIO 63 65 | 68 | 69 | 71 | 72 | 73 | 75
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REPOSITORIO DE

ANEXO N° 09

PRIMEROS SINTOMAS PRESENTADOS POR LOS ANIMALES, DESPUES
DE LA APLICACION DE STZ

Fig. 1: Poliuria Fig 2. Polidipsia (sed
{aumento de la exagerada).
frecuencia urinaria)

FIGURA 3. Polifagia FIGURA 4. Disminucién de

(aumento del apetito) peso.
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ANEXO N°10

CONSTANCIA DE CORTES HISTOLOGICOS Y LECTURA

—
1:{‘ * R}"l
(it 1| FACULTAD DE MEDICINA
:"i‘\w /, o = DEPARTAMENTO ACADEMICO
== NACEAA C8 S AZSTE D8 wmOm DE MICROBICLOGIA Y PATOLOGIA

CONSTANCIA

El que suscribe, Director del Departamento de Microbiologia y Patologia de la
Facultad de Medicina de la UNSA, deja constancia que en el Laboratorio de
Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina de la UNSA, se realizaron los
cortes histologicos (10 laminas) y la lectura respectiva, desde el 22 de junio hasta
el 10 de julio del 2018 para la tesis titulada “Evaluacion del efecto
Hipoglicemiante del extracto de hojas de Moringa oleifera Lam en animales
de experimentacion. Arequipa 2018" cuyos autores son Cristel Patricia
Camargo Anahua e Idania Estephany Choque Llerena, para optar el titulo
profesional de Quimico Farmaceéutico de la Escuela de la Farmacia y Biogquimica
de la UCSM

Se extiende la presente constancia a solicitud de las interesadas para los fines

consiguientes

Arequipa 2018 julio 11 { (
/-// .i -

. .'l,,l'
o, T
\0,,0 =
R, 90 g ¥'8

- - g Wﬁ
Méd. Claudia Mares Cuadros Dra-Blanca Mayofca Palomino
Docente de la Seccion de Directora del Departamento Académico
Patologia Microbiologia y Patologia
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ANEXO N° 11
Tabla ANOVA para valores de Glucosa Basal

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-
P
Entre grupos 219.2 4 54.8 1.2 | 0.3232
Intra grupos 878.8 20 43.9
Total (Corr.) 1098 24
ANEXO N°12

Tabla ANOVA para valores de Glucosa post Estreptozotocina

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 483833 | 4 120958 147.0 |0
Intra grupos 16447.2 | 20 822.3
Total (Corr.) 500280 | 24
ANEXO N° 13

Tabla ANOVA para valores de glucosa después de 5 dias tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | GI | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 426105 4 106526 188.3 0
Intra grupos 11313.2 | 20 565.6

Total (Corr.) 437418 | 24
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ANEXO N° 14

Tabla ANOVA para valores de glucosa después de 10 dias tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 406970 4 101743 169.3 0
Intra grupos 12012.8 | 20 600.6
Total (Corr.) 418983 | 24

ANEXO N° 15

Tabla ANOVA para valores de glucosa después del5 dias de tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 357606 4 89401.6 188.2 0
Intra grupos 94976 | 20 474.8
Total (Corr.) 367104 | 24

ANEXO N° 16

Tabla ANOVA para valores de glucosa después de 20 dias de tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 361920 | 4 90480 358.1 0
Intra grupos 5052.8 | 20 252.6

Total (Corr.) 366973 | 24
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Anexo N° 17

Tabla ANOVA para valores de glucosa después de25 dias de tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos 262703 | 4 65675.9 | 516.26 0
Intra grupos 2289.8 | 18 127.2
Total (Corr.) 264993 | 22

Anexo N° 18

Tabla ANOVA para valores de glucosa después de 30 dias de tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 298000 | 4 74499.9 | 1406.8 0
Intra grupos 953.2 | 18 52.9
Total (Corr.) 298953 | 22

Anexo N° 19

Tabla ANOVA para Area Bajo la Curva valores de glucosa a los 30 dias de

tratamiento

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre
grupos 2.84E+08 4 7.10E+07 365.65 0
Intra grupos 3.88E+06 20 194247
Total
(Corr.) 2.88E+08 24
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