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RESUMEN:

El presente informe de tesis se realizd con el objetivo de determinar el efecto
hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a
diferentes concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida.
Se realiz6 un estudio de tipo experimental con 18 especimenes, distribuidos en 6
grupos experimentales con 3 especimenes cada uno: grupo control negativo, solo
recibieron agua y alimento ad libitium, al grupo de hiperglucémicas s/t se le
administré aloxano a dosis unica de 150 mg/Kg por via intraperitoneal, al grupo
control positivo, grupo de tratamiento |, tratamiento Il y tratamiento IlI, se
administré aloxano a dosis unica de 150mg/Kg por via intraperitoneal mas post —
tratamiento glibenclamida a dosis de 5mg/Kg, y extracto hidroalcoholico de hojas de
Medicago sativa a dosis de 500mg/Kg, 700mg/Kg y 1000mg/Kg por via oral
respectivamente, durante 48 horas. La determinacion de los niveles de glucemia
fueron a la 1, 2, 24 y 48 horas después de la administracion de los tratamientos, para
su posterior lectura en el glucémetro NIPRO TRUE METRIX. De acuerdo a esto se
encontrd que con el extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a dosis de
500 mg/kg, los valores de glucemia pasaron de 471.33 + 18.17 (dia inicial) a
114.33+ 3.68, a dosis de 700 mg/kg, los valores de glucemia pasaron de 454.33 +
28.51 (dia inicial) a 108.67 + 6.34 y por ultimo, a dosis de 1000 mg/kg, los valores
de glucemia pasaron de 456.33+ 25.19 (dia inicial) a 106 + 8.36 y mayor porcentaje
hipoglucémico. Con un valor p<0.05, existiendo diferencia estadisticamente
significativa. Concluyendo que el extracto hidroalcoholico de las hojas de Medicago
sativa tiene efecto hipoglucemiante con hiperglucemia inducida.

Palabras claves: Medicago sativa, Diabetes Mellitus, aloxano, hipoglucemiante,

planta medicinal.
vii



ABSTRACT:

This thesis report was carried out with the objective of determining the
hypoglycemic effect of the hydroalcoholic extract of Medicago sativa leaves at
different concentrations in Rattus rattus var. albinus with induced hyperglycemia.
An experimental study was carried out with 18 specimens, distributed in 6
experimental groups with 3 specimens each: negative control group, only received
water and food ad libitium, the group with hyperglycemic s/t was administered
alloxane at a single dose of 150 mg/Kg intraperitoneally, to the positive control
group, treatment group 1, treatment Il and treatment 11, alloxane was administered at
a single dose of 150mg/Kg intraperitoneally plus post-treatment glibenclamide at a
dose of 5mg/Kg, and extract Hydroalcoholic from Medicago sativa leaves at doses of
500mg / Kg, 700mg / Kg and 1000mg / Kg orally respectively, for 48 hours. The
determination of the glycemic levels was at 1, 2, 24 and 48 hours after the
administration of the treatments, for their subsequent reading on the NIPRO TRUE
METRIX glucometer. According to this, it was found that with the hydroalcoholic
extract of Medicago sativa leaves at a dose of 500 mg / kg, the glycemic values went
from 471.33 £ 18.17 (initial day) to 114.33 + 3.68, at a dose of 700 mg / kg, the
blood glucose values went from 454.33 + 28.51 (initial day) to 108.67 + 6.34 and
finally, at doses of 1000 mg / kg, the blood glucose values went from 456.33 + 25.19
(initial day) to 106 + 8.36 and a higher hypoglycemic percentage . With a p value
<0.05, there is a statistically significant difference. Concluding that the
hydroalcoholic extract of Medicago sativa leaves has a hypoglycemic effect with
induced hyperglycemia.

Keywords: Medicago sativa, Diabetes Mellitus, alloxane, hypoglycemic agent,

medicinal plant.

viii



INDICE

DEDICATORIA ..ttt sbe e nne e Y
AGRADECIMIENTO ...t vi
RESUMEN ...ttt vii
ABSTRACT ettt viil
INDICE DE ANEXOS ...ooouiiiimiieieieesnsessssesssssssssssasssssssssassessesessssessnens Xiii
I, INTRODUGCCION....ccuuieiirirreerereesseeeesasesssesssssssssssssasssssssssesssssssssesesncs 1
Il. REVISION DE LA LITERATURA ... 5
2.1 ANTECEUBNTES ...ttt 5

2.2 Bases teoricas de la investigacion..........cccocvveeieeieieese e 10
2.2.1 Diabetes Mellitus .........ccooiiiiiiiiiiiecse e 10

2.2.2 Fisiopatologia de la Diabetes ..........ccccevveeeiieiiiic e 10

2.2.3 Clasificacion de la Diabetes Mellitus...........ccccocoveininiiiiinennn 13

2.2.4  SINTOMAS ....eiuiitiieiitiiteiee e 14

2.2.5 DIAgNOSLICO ..occvveiicieiicce e e 14

2.2.6 Regulacion de la glucemia........cccooevveiiiic i 15

2.2.7 Transtornos de la glucemia ........ccovveiieeiieiii e 15

2.2.8 Tratamiento de la Diabetes Mellitus ............ccocovviiiiiiininiiinns 16

2.2.9 Hiperglucemia inducida por AlOXan0 ..........cccoceverieneencerieseenn 20

2.2.10 Lamedicing NAtural...........cccoooveieieienieicise e 21

2.2.11 La alfalfa (Medicago Sativa).........cccceoerereiencieniseseeeeeeeee, 22

2.2.12 Metabolitos secundarios en la actividad Hipoglucemiante.......... 29

L HIPOTESIS ottt 31
IV. METODOLOGIA .....oomiiiitiiiineieiseissie st 32
4.1 Disefio de 1a INVEStIGACION ........ccveiierieiiiieneee s 32



4.2 Poblacion UNiVErso Y MUESEIA ........cccerveirerierieene e 33

4.3 Definicion y operacionalizacion de variables...........ccocoveveieivininennen, 35
4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ..........cccccoeerereenienns 36
4.4.1 Recoleccion de hojas de Medicago sativa.........cc.ccoervevrerieennne 36
4.4.2 Peso y seleccion de Rattus rattus var. albinus ...........c.ccoceeeeeee 36

4.4.3 Preparacion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago
sativa a diferentes CONCENTraCiONES. .........ccvververeeeeriereeeesee e eeesaeneens 37
4.4.4 Induccion de la hiperglucemia experimental con aloxano ........... 37
4.4.5 Administracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
MEMICAGO SALIVA .....c.veivieiieeiecie et esre e 38
4.4.6 Medicion de la glucemia ........ccecvereiieiieeie e 38

4.4.7 Determinacion del porcentaje del efecto hipoglicemiante a través

de la siguiente fFOrmula............ccocoe e 38

4.5 Plan de @n@liSiS........cccoviiieiiiiieieisieies e 39

V. RESULTADOS. ... 43
5.1 RESUITATOS ...t 43
5.2. Analisis de 10S resultados............ccevririeinineiee e 45
V1. CONCLUSIONES ... .o 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooeveeeeeeeeeeeeeeesesesesssenensnes 50
ANEXOS .ttt 68



INDICE DE TABLAS

Tablal Evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de hojas de

Medicago sativa a dosis de 500 mg/Kg, 700 mg/Kg y 1000 mg/kg en Rattus
rattus var. albinus con la hiperglucemia inducida durante las 48 horas del

A ENEO. ettt et e e e 43

Xi



INDICE DE GRAFICOS
GRAFICO 1 Porcentaje del efecto hipoglucémico del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus
rattus var. albinus con hiperglucemia inducida durante las 48 horas

del tratamiento. . ... 44

xii



ANEXO 01

ANEXO 02

ANEXO 03

ANEXO 04

ANEXO 05

ANEXO 06

ANEXO 07

ANEXO 08

ANEXO 09

ANEXO 10

INDICE DE ANEXOS

Certificado de constancia taxondmica en el Herbarium Truxilense—

Preparacion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa..70
Flujograma del efecto hipoglucemiante hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia
INAUCIAA. ... e 74
Induccion de Aloxano 150MQ/KG......ooueeinie i 75
Administracion de tratamientos a Rattus rattus var. albinus a dosis de
500mg/kg, 700mg/kgy 1000 Mmg/KQ.....oovieniiiii e 76
Ficha de Recoleccion de datos para los Niveles de Glucosa........... 77

Glicemias en mg/dL de los grupos de control para la evaluacion de la
actividad hipoglicemiante del extracto hidroalcohélico de hojas de
Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var.
albinus con hiperglucemia inducida................cccoviiiiiiinninnn. 78
Glicemias en mg/dL de los grupos de tratamiento para la evaluacion
de la actividad hipoglicemiante del extracto hidroalcohoélico de hojas
de Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var.
albinus con hiperglucemia inducida...................ccoooiiiiinnin, 79

Promedio de glucosa de acuerdo a los tiempos medidos para la
evaluacion de la actividad hipoglicemiante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia.....80

Analisis estadistico de glicemias con respecto a los diferentes

Xiii



tratamientos aplicados con el extracto hidroalcoholico de hojas de
Medicago sativa a dosis de 500 mg/Kg, 700 mg/Kg y 1000 mg/kg en

Rattus rattus var. albinus con la hiperglucemia inducida............... 81

Xiv



INTRODUCCION:

Actualmente, el conocimiento de las propiedades de plantas medicinales se ha
desarrollado de gran forma, que gran cantidad de personas las siguen usando
como medicina alternativa. El uso de plantas medicinales es de gran
importancia en los seres humanos, porque a partir de ellas se obtienen
compuestos purificados de plantas que se usan como medicinas. *

Asimismo, la obtencion de sus principios activos para la produccion de nuevas
medicinas, brindando al ser humano la posibilidad de tener curaciones a
infinidades de enfermedades que pueden ser mortales si no se da una posible
curacién, o no se atienden a tiempo. Existen diferentes formas de uso de las
plantas medicinales, y éstas actdan segun su diferente modo de preparacion, en
el plano fisico, mental o emocional. ?

Muchas de las plantas medicinales tienen multiples formas de uso y muchos de
estos remedios pueden complementarse o tener efectos similares. Podemos
beneficiarnos de las propiedades de las plantas por medio del alimentos o
bebida, bafios, inhalaciones, colutorios, gargarismos, masajes, emplastos.
Nuestros antepasados tenian que comprobar si las nuevas plantas eran
comestibles lo que les llevaba a descubrir en su propio cuerpo que muchas de
ellas se podian comer, otras venenosas y otras producian efectos diferentes
como el aumento del sudor, les hacian defecar con mayor facilidad, les
eliminaban el dolor de alguna articulacién que hasta ese momento les habia
producido mucho malestar.

Por lo tanto, la existencia de distintas enfermedades motiva a que exista

investigacion en plantas medicinales para el beneficio de las personas méas



faciles de obtener y econémicos. Por ende, se dara mas énfasis en una
enfermedad que es considerada un problema de salud publica a nivel mundial.
La Diabetes Mellitus considerada una enfermedad crénica que aparece cuando
el pancreas no produce suficiente cantidad de la hormona que regula el azicar
en la sangre llamada insulina o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que produce. El efecto de la diabetes no controlada es la
hiperglucemia, que con el tiempo dafian gravemente muchos 6rganos y
sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. *

No existe el farmaco ideal para tratar la DM que sea capacitado para
normalizar la glucemia sin efectos secundarios como hipoglucemias e
incremento de peso y que disminuya la morbimortalidad cardiovascular y el
funcionamiento normal de las células pancreéticas.

Por otro lado, la poblacion que padece de diabetes al nivel mundial en los
siguientes 15 afios se duplicara obteniendo cerca de los 300 millones de
personas con esta enfermedad. Asi mismo, se estima que la cantidad de
personas que padecen de diabetes en América Latina, aumentara en mas de
50% y aproximadamente el 32,9 millones hasta el afio 2030. Por otra parte, en
Peru la incidencia de diabetes se encuentra entre el 1 a 8% de la poblacion en
general, especificamente en Lima y Piura que son los departamentos que se
encuentran mas afectados con esta enfermedad. Se detalla que la poblacion con
antecedentes familiares de diabetes Mellitus (primer o segundo grado) es de 3 a
4 veces mayor en la poblacion, es asi que detectar la enfermedad antes de los
45 afios de edad debe ser necesario para la poblacion como prevencion
secundaria. °

Por lo tanto, se valora la existencia de una gran cantidad de plantas medicinales



como hipoglucemiantes con buenos resultados, ya que contienen compuestos
bioactivos para el control de esta enfermedad y algunas de estas ya se han
validado cientificamente. >°

Las plantas constituyen un valioso recurso en las sociedades en desarrollo, pero
no existen datos especificos para evaluar el gran valor de las plantas
medicinales, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) manifiesta que mas
del 80% de la poblacién mundial utiliza con méas frecuencia la medicina
tradicional para satisfacer sus necesidades de salud y que la mayor parte de los
tratamientos tradicionales implican el uso de plantas medicinales, sus extractos
0 sus principios activos. ’

La OMS definié a una planta medicinal como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que se utilicen para propositos terapéuticos o sus principios
activos pueden ser los precursores para la sintesis de la formacion de nuevos
farmacos.

Segun estudios, los metabolitos secundarios responsables de la actividad
hipoglucemiante son los flavonoides ya que estos participan en los procesos
iniciales de accién de la insulina en el higado y musculo, quienes realizan el
mecanismo de ligarse a los receptores de insulina, potenciando la accion de la
enzima tirosina quinasa, siendo esta enzima primordial en la acciones
bioldgicas concluyentes de la insulina como es la reduccién de glucosa en
sangre-®

Aunque no existe una cura a esta enfermedad actualmente, la perspectiva de
vida de las personas que padecen de Diabetes Mellitus ha incrementado por la
mejora deteccién y mejor manejo, es por eso, que optar por el uso de plantas

medicinales mejorara la calidad de vida en ellos. "2



En relacion a la prevencion de dicha enfermedad se realizd el estudio de
Medicago sativa (Alfalfa), por lo que se plantea el siguiente problema de
investigacion:

¢ Tendré efecto hipoglucemiante el extracto el extracto hidroalcohdlico de hojas

Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var. albinus con

hiperglucemia inducida?

Ya que esta planta medicinal tiene propiedades hipoglucemiantes que ayudan

a reducir la cantidad de azucar en sangre, esto es debido a su alto contenido de

metabolitos secundarios como los flavonoides que parecen actuar previniendo

la Diabetes. Sin dejar de lado, las propiedades curativas que contiene hacia
otras enfermedades. ®

OBJETIVOS:

Objetivo General:

Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcoholico de hojas de

Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var. albinus con

hiperglucemia inducida.

Objetivos Especificos:

- Evaluar la glucemia antes y después de la administracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Medicago sativa a dosis de 500 mg/Kg ,
700 mg/Kg y 100 mg/kg sobre la hiperglucemia inducida en Rattus rattus
var. albinus.

- Determinar el porcentaje de efecto hipoglucémico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida a

48 horas del tratamiento.



REVISION DE LA LITERATURA:

2.1 Antecedentes:

Martinez R realizo un estudio de Medicago sativa como mejora de la
productividad y nuevos aspectos de su valor funcional y nutritivo en el
afio 2015 en Granada. Resalto6 la actividad hipoglucemiante y la actividad
hipocolesterolemiante que caracteriza mas a la familia Fabaceae a la que
pertenece esta planta medicinal. En relacion al efecto hipoglucemiante
indica que las hojas de alfalfa fueron usadas en infusion tradicionalmente
durante décadas anteriores en el sur de Africa para el tratamiento de la
diabetes, segin modelos experimentales la administracion de alfalfa logro
disminuir la glucosa basal en plasma, asi mismo el peso corporal y la

ingesta. °

En el afio 2016, el autor Puentes J realizo un trabajo de investigacion en
Argentina donde contribuyo al registro de 115 las plantas medicinales y
productos derivados comercializados como hipoglucemiantes en la
conurbacion Buenos Aires — La Plata, para lo cual se hizo una revisién
bibliografica de su actividad terapéutica y como actividad
hipoglucemiante para cada especie, dentro ellas consider6 a Medicago
sativa encontrandose entre las especies antidiabéticas registradas visibles.
Es asi, que la comercializacion de las plantas antidiabéticas incrementa las
posibilidades de que la poblacion tenga la opcion de elegir cualquiera de

ellas para una dolencia caracteristica. *°

En el afio 2015 el autor Martinez R, realizd un estudio de investigacion en

Granada y evaluo los aspectos de valor nutritivo y funcional de Medicago



Sativa mediante 2 fases. La primera fase determiné el valor nutricional, la
fuente de proteina, calcio y fibra de Medicago sativa en un modelo
experimental de ratas Wistar lo que disminuyd la glucosa plasmatica,
triglicéridos, y aumento de minerales totales. Por otro lado, el segundo
método experimental determind la fuente de fibra y componentes
bioactivos de Medicago sativa en ratas Wistar hipertensas y normotensos,
lo que logro disminuir la presion arterial, triglicéridos, asi como los niveles
de glucosa y el area bajo la curva que disminuyd tras un test de tolerancia
oral a la glucosa. Lo que demuestra el valor funcional y nutritivo de

Medicago sativa. ™

Gray Ay Flatt P en su estudio de investigacion realizado en Coleraine en
el afio 1997, determindo los efectos pancreéticos y extra — pancreaticos de
Medicago sativa como planta antidiabética. La administracionén de la raiz
de alfalfa a dosis de 62.5 g/kg en dieta de ratas diabéticas con induccion de
hiperglucemia por estreptozotocina, tuvo efectos hipoglucemiantes
significativos. Por otro lado, la administracion del extracto acuoso de
Medicago sativa a dosis de 1mh/mL demostré la estimulacion del
transporte de 2-deoxiglucosa, de la oxidacion de glucosa y la produccion
de glucdgeno en ratones. Fue asi, que la administracion de 0.25-1 mg/mL
del extracto acuoso de Medicago sativa en ratones demostré una mayor
secrecion de insulina a los 20 minutos. Confirmando el efecto

hipoglucemiante de Medicago sativa. *2

En el afio 2015, los autores Amraie E et al. Realizaron un estudio de

investigacion en Iran y evaluaron el efecto del extracto acuoso hojas de



Medicago sativa sobre los niveles de glucosa en sangre y los lipidos
séricos en ratas con hiperglucemia inducida por aloxano. Se utilizaron 32
animales de experimentacién distribuidos en 4 grupos, dentro de ellos el
grupo de control intacto, el grupo de control diabético y 2 grupos
diabéticos que recibieron dosis de 250 y 500 mg/kg de extracto acuoso de
Medicago sativa respectivamente durante 21 dias. En los resultados, se
demostr6 que los ambos extractos acuosos de hojas de alfalfa
disminuyeron significativamente los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol en ratas diabéticas. Por tanto, se concluye que todos los signos

de diabetes mejoraron tras la administracion oral de Medicago sativa. *®

Winiarska H et al. En su estudio de investigacion realizado en Poznan en
el aflo 2017, determinaron los efectos del extracto acuoso de hojas de
Medicago sativa y el extracto hidroalcoholico de semillas de Trigonella
foenum-graecum en ratas Wistar con hiperglucemia inducida, los mismos
que fueron distribuidos en 3 grupos experimentales; dentro de ellos el
grupo experimental normoglucémico y el grupo experimental
hiperglucémico tratados con las mismas muestras de estudio y por Gltimo,
el grupo experimental positivo tratado con glibenclamida. El extracto
acuoso de hojas de Medicago sativa logré disminuir la glucemia
posprandial en ratas normoglicémicas e hiperglucémicas con mayor
significancia que el extracto hidroalcoholico de semillas de Trigonella

foenum-graecum en relaciona la secrecion de insulina. *

Burhan A 'y Kokaz O en su estudio de investigacion realizado en Irak en el

afio 2019, determinaron la accién antidiabética de las hojas de Medicago



sativa en polvo en pacientes diabéticos tipo I1. Participaron 12 voluntarios
con diabetes tipo Il y 12 personas sanas, se dividieron en cuatro grupos
incluyendo el control saludable, control diabético, que recibié una Gnica
comida, y el tercer y cuarto grupo eran sujetos sanos y diabéticos que
recibieron polvo de hojas de alfalfa dentro de la comida. Los resultados
indicaron que Medicago sativa reduce el azucar en sangre 2 h después de
las comidas de 344,4 mg/dL a 300,75 mg/dL en sujetos diabéticos, ademas
de la elevacion de los niveles séericos de insulina (P = 0,02) a los 30 min y
la elevacion adicional aumentado (P = 0,06) a los 120 min. Concluyendo

que las hojas de Medicago sativa tienes accién antidiabética. *°

En el afio 2013, los autores Eman G, et al. Realizaron un estudio de
investigacion en Egipto y determinaron el efecto hipoglucémico de los
extractos acuosos de semillas de Lupinus albus y Medicago sativa y la
mezcla de ambos en ratas con hipoglucemia inducida por aloxano. Se
usaron 25 animales de experimentacion, distribuidos en 2 grupos
experimentales que corresponden al grupo control y grupo de ratas
diabéticas inducidas por aloxano. Se disminuyé el peso corporal,
hipoinsulinemia, hiperglucemia, perfil de lipidos y nivel de proteinas; y la
restauracion de los parametros mencionados en los valores normales. Por
ende, se concluyo que el extracto acuoso de semillas de Lupinus albus y
Medicago sativa y su mezcla produce efectos hipoglucémicos e

hipolipidémicos al disminuir y aumentar el nivel de insulina. *°

En el afio 2018, los autores Bhadoriya S et al. Realizaron un trabajo de

investigacion en la India donde evaluaron la actividad antidiabética del



extracto hidroalcoholica de la cubierta de la semilla de Tamarindus en
ratas inducida por aloxano. Esta planta medicinal pertenece a la famila
Fabaceae que con el andlisis fitoquimico del extracto hidroalcoholica de la
cubierta de la semilla de Tamarindus indica presento flavonoides lo que
relaciona a la dosis Unica y multiple del mismo disminuyendo los niveles
de glucosa en sangre en animales normoglucémicos e hiperglucémicos
con induccién de aloxano. Concluyendo que presenta una potente

actividad hipoglucémica gracias al contenido de flavonoides. *’

En el afio 2017 los autores Condori E y Quispe R realizaron un estudio de
investigacion en Arequipa y evaluaron el efecto de la administracion de los
aceites de maiz (Zea mays), soya (Glycine max) quien pertenece a la
familia Fabaceae y girasol (Helianthus annuus) sobre los niveles de MDA
y glucosa en Rattus novergicus con Diabetes Mellitus tipo 2 inducida. Los
grupos experimentales que fueron tratados con aceite de soya y girasol y
presentaron una disminucion significativa de glucemia y de MDA al
culminar el tratamiento. No obstante, los porcentajes de efectividad en la
disminucion de la glucosa del aceite de girasol, soya y maiz fueron de
44.3%, 47% y 33.6%. Concluyendo que las administraciones de los aceites

vegetales demostraron la actividad hipoglucemiante. *®

En el afio 2020, los autores Anjali C, et al. Realizaron un estudio de
investigacion en la India y describieron la gran actividad farmacoldgica
que presenta Medicago sativa. Esta planta medicinal es una de las hierbas
medicinales del folclore més conocidas en la India. Y se ha demostrado

cientificamente que tiene considerable potencial farmacologico con gran



utilidad y uso en la medicina folclérica, resaltando la gran actividad

hipoglicemiante debido a su contenido en saponinas, esteroles, alto peso

molecular, asi como alcoholes, flavonas e isoflavonas. La planta ha

contribuido a diferentes efectos farmacoldgicos actividades en el campo

cientifico de los sistemas medicinales indios tales como anticancerigenas y

antiateroesclerdticas.®

2.2 Bases tedricas de la investigacion:

2.2.1

2.2.2

Diabetes Mellitus:

La diabetes mellitus es una enfermedad endocrino-metabdlica
caracterizandose por niveles altos de glucosa en sangre o
hiperglucemia producto de la deficiente secrecion o accion de la
insulina. A causa de una alteracion en la funcion endocrina del
pancreas o por la alteracion en los tejidos efectores, perdiendo su
sensibilidad a la insulina. ’

Fisiopatologia de la Diabetes:

Diabetes Tipo 1:

También denominado diabetes insulinodependiente, lo que tiene un
inicio en la mayoria de los casos durante la infancia y es considerada
una enfermedad inflamatoria crénica que es causado por la
destruccion de las células B en los islotes de Langerhans del pancreas.
Las cuales tienen la funcién principal de la secrecion de insulina como
respuesta del aumento de la glucemia. Hay varias causas los que
provocan la destruccion de los islotes: los agentes quimicos, el virus,
autoinmunidad cruzada. Esto es lo que implica durante el comienzo de

la diabetes. Durante el inicio de la etapa previa a la diabetes tipo 1 se

10



detectan los anticuerpos contra antigenos citoplasméaticos de las
células B pancreaticas como la descarboxilasa del &cido glutamico 65
y 67 (GAD65 y 67), la proteina de choque térmico 65 (Hsp-65), y
contra insulina. Existe una susceptibilidad en el desarrollo de diabetes
tipo 1 y se encuentra en los genes del HLA de clase I,
especificamente en el cromosoma 6, y se asocia a algunos
polimorfismos genéticos en el sitio del péptido. Al identificar estos
anticuerpos en personas completamente sanas esta establecida como
riesgo en el desarrollo de la enfermedad, como lo es en la presencia de
anticuerpos contra insulina incide a un riesgo, a su vez la combinacién
de anticuerpos contra células de los islotes o contra insulina lo que
representa un indice de riesgo alto para desarrollar la diabetes tipos 1.
18

Diabetes Tipo 2:

Esta relacionada con la obesidad y sobrepeso, asi mismo a la
resistencia a la insulina, lo que dificulta en la funcion de la célula
B pancredtica. En la capacidad de eliminar la resistencia a insulina, las
células B pancreéaticas comienzo el proceso del incremento de masa
celular provocando hiperinsulinismo, lo que logra el compensamiento
de la resistencia a la insulina y mantiene los niveles normales de
glucemia, pero con el tiempo estas células S pancreaticas pierde la
capacidad de conservar la hiperinsulinemia, provocando una
disminucion de insulina en relacion a la resistencia a insulina. Lo que
conlleva a la hiperglucemia, comenzando en estados post-prandiales y

después en ayunas, lo que deriva al diagnostico de Diabetes Mellitus
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Tipo 2. La resistencia a insulina se considera como fenémeno
fisiopatologico debido a que en una concentracion de insulina, no es
logrado la disminucion de los niveles de glucosa normales. *°

Por definicion, una persona obesa tiene resistencia a insulina, a menos
que sea metabodlicamente sano, lo que ocurre en aquellas personas que
realizan actividad fisica frecuentemente. °

En la resistencia a insulina, el adipocito es la célula que acumula los
acidos grasos en forma de triglicéridos, lo que ademas, las adipocinas
influyen en otros 6rganos. Por el tamafio que comprende el adipocito,
al sobrepasar ocho veces su tamafio, ya no podra almacenar los acidos
grasos, produciendo la migracion a érganos que en sus condiciones
normales no lo hacen, como el musculo esquelético y el higado. Asi
mismo, el musculo esquelético es el 6rgano blanco de la insulina,
donde almacena por efecto de la insulina un gran porcentaje de la
glucosa, y es donde los &cidos grasos en su llegada realizan el bloqueo
de las sefiales que realiza la insulina, y esto conlleva a la resistencia de
insulina en el musculo esquelético. **

La union de la insulina a su receptor fosforila el sustrato del receptor
de insulina 1 (IRS 1) en los aminoacidos tirosina, activando la via de
la fosfoinositol 3 cinasa (PI13-K), la cual a su vez activa la
translocacion de los transportadores de la glucosa, Glut-4, desde el
citoplasma hasta la membrana celular, generando poros que permiten
la entrada de la glucosa a la célula. Con la llegada de los AG libres
(AGL) se activa el diacilglicerol (DAG) y posteriormente la proteina

cinasa C; ésta a su vez fosforila el IRS pero ya no en los aminoacidos
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2.2.3

tirosina sino en los aminoacidos serina como consecuencia de ésto el
IRS ya no queda disponible para la insulina, ocasionando la RI. Dafio
de la célula beta Este proceso se asocia con una predisposicion
genética, de tal manera que no todos los individuos desarrollaran
DM2, a pesar de presentar RI. El proceso del dafio de la célula b tiene
relacion con la produccion de estrés oxidativo, derivado de la
oxidacién de la glucosa (glicogendlisis) y de la oxidacion de los AGL
(beta oxidacion). %
Clasificacion de la Diabetes Mellitus:
La clasificacion propuesta por el Comiteé de Expertos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) se manifiesta posteriormente.
Diabetes Tipo 1:
La diabetes tipo 1, es caracterizada por la destruccion de los islotes
pancredticos de células beta e insulinopenia total; siendo tendencia en
los individuos para presencia de la cetosis en condiciones se subdivide
en dos subtipos, a saber, la DM1 autoinmune y DM1 idiopética. ¢*%
- Diabetes Mellitus tipo 1° Autoinmune:
Los individuos son detectados por la presencia de diversos
marcadores inmunolégicos, como es la pérdida progresiva de la
capacidad secretoria de las células . 24
- Diabetes Mellitus tipo 1° Idiopatica:
Es un tipo de diabetes desconocida, ciertos pacientes tienden a
obtener insulina con tendencia a la cetosis. Manifiestan actos de
cetoacidosis y grados de déficit de insulina en otras situaciones.

Es fluctuante en estas personas la dependencia absoluta de
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insulina. %
Diabetes Mellitus Tipo 2:
Se define como un sindrome heterogéneo originado por la interaccion
genéticoambiental por una hiperglucemia crénica, como resultado de
una deficiencia en la secrecion o acciéon de la insulina, que como
resultados agudos, crénicas microvasculares y macrovasculares. @42
Diabetes Gestacional:
Se manifiesta como la intolerancia a los carbohidratos durante en el
embarazo. Conlleva un incremento del riesgo a desarrollar diabetes
tipo 2 ya sea corto o largo plazo, que de esta forma presenta un alto
riesgo durante el embarazo, por consiguiente puede desarrollar
consecuencias graves en la madre y en él bebe. ®
Otros tipos de DM:
Relne una lista de situaciones clinicas con diagnéstico de Diabetes

Mellitus, que en general se diferencias de la DM1y DM2. @

2.2.4 Sintomas:

- Sintomas cardinales: Polifagia/anorexia, astenia, poliuria y
pérdida de peso.

- Sintomas generales: Infecciones cutaneas recidivantes, prurito,
retraso en la cicatrizacion de las heridas, somnolencia o letargia
postprnadial.

- Sintomas por aparatos: Complicaciones en la funcion renal,

retinopatia. 22%%%

2.2.5 Diagnostico:

Paciente diabético: Sintomas de diabetes y glucemia casual >>a
14



2.2.6

200 mg/ (11,1 mmol/l), Glucemia en ayunas a 126 mg/dL (7 mmol/l),
Glucemia a las dos horas de una sobrecarga oral de glucosa (SOG)

>200 mg/ dL (29,30)

Regulacion de la glucemia:
La regulacién de la glucemia en concentracion de glucosa en sangre
se realiza por las hormonas por lo que el higado es el 6rgano clave en

esta regulacion. ®

La glucosa: En una situacion de nutricion el cerebro lo utiliza, asi
mismo en la utilizacién de los glébulos rojos. Incluyendo un
funcién importante en el control metabdlico, Asi mismo, cuando
existe una alteracion de la glucosa en sangre influird en la
respuesta hormonal (la insulina y el glucagdn) quienes dirigen las
reservan de energia en el organismo. 3 %

La insulina: Es una hormona originada por las células £ de los
islotes del pancreas, produciendo la captacion, almacenamiento y
utilizacion de glucosa. la insulina estimula la sintesis de
glucogeno inhibiendo la gluconeogénesis y la glucogenolisis en el
higado, por ende es una hormona hipoglicemiante. *

Glucagon: La secrecion de glucagon, al igual que la de insulina,
es regulada fundamentalmente por los niveles de glucosa en

sangre. El glucagdn es un polipéptido de 29 aminoacidos

secretado por las células del islote pancreatico.

2.2.7 Transtornos de la glucemia:

Hiperglucemia: Se define como un incremento excesivo de

glucosa en sangre. Es la principal deteccion en los diferentes tipos
15



de Diabetes Mellitus, en caso de no existir un control en el inicio
de la enfermedad. *

Hipoglucemia: Se define como una disminucion de la cantidad
normal de glucemia. Determinandose con valores de glucemia

menor a 50 mg/DI (2,8 mmol/l). ®

2.2.8 Tratamiento de la Diabetes Mellitus:

El pilar del tratamiento de la diabetes es la intervencion intensiva

sobre estilos de vida: plan de alimentacion y actividad fisica, a cargo

de un equipo conformado idealmente por médico (general, familiar,

internista y/o endocrin6logo), enfermera, nutricionista, psicélogo u

otro personal de salud capacitado en diabetes. Este equipo deberad

adecuarse a la disponibilidad de recursos humanos del establecimiento

de salud. De no contar con el equipo ideal, el plan sera llevado a cabo

por médico, si no lo hubiera, por una enfermera y si no lo hubiera, por

obstetra capacitada. “*

Tratamiento no farmacoldgico: Las personas con diagnéstico
reciente de diabetes, asintomaticos, estables, sin complicaciones,
y segun criterio médico, deben iniciar solamente con cambios en
los estilos de vida previos al inicio de terapia farmacoldgica por
un lapso de 3 — 4 meses; luego de este periodo, si los niveles de
glucemia han alcanzado los valores meta, continuara con cambios
de estilos de vida y los controles se realizardn cada 3 a 6 meses.
De lo contrario iniciara tratamiento farmacolégico. *

Tratamiento farmacolégico de DM1: El tratamiento

farmacoldgico para pacientes con diabetes mellitus tipo 1 es la
16



insulina iniciandose como diagnostico para prevenir la
cetoacedosis y la descompensacion metabdlica, y a las primeras
24 horas se demuestra cetonuria. Estd ampliamente comprobado
que la hiperglucemia permanente o la hiperglucemia postprandial
son deletéreas para el sistema micro y macrovascular del paciente.
Por lo tanto es imprescindible lograr glucemias dentro de un
rango que se acerque a los valores normales durante la mayor
parte del dia. La administracion de insulina debe realizarse
tratando de semejar la secrecion de la insulina por la célula del
Islote de Langerhams. El perfil fisiologico de secrecion consta de
un perfil basal constante minimo acompafiado por excursiones
prandiales rapidas y de corta duracion. Los requerimientos de la
insulina a inyectar tienen en general las siguientes caracteristicas,
de acuerdo a: *?
e Al debut de la enfermedad la dosis es aproximadamente de
0.3 - 0.5U/Kkg.
e Ladosis usual en los pre puberes es de 0.7 — 1U/kg.
e Ladosis usual en los adolescentes es de 1.2-1.8/kg .
e Terminado el crecimiento disminuyen los requerimientos de
insulina. “>*
Un esquema clasico de insulinoterapia consiste en aplicar
insulina NPH porcina o tipo humana en 1, 2 o 3 aplicaciones en
distintas proporciones a lo largo del dia de acuerdo a las
necesidades del paciente, asi puede inyectarse: **

e 100 % de la dosis antes del desayuno.
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e 75% antes del desayuno — 25% antes de la cena.

e 50% antes del desayuno, 35% antes del almuerzo, 15% antes
de la cena.

Agregando insulina corriente porcina o tipo humana 0

preferentemente analogos rapidos antes de las comidas en

pequefas cantidades de acuerdo al valor glucémico y en algunos

casos teniendo en cuenta la cantidad de hidratos de carbono a

ingerir. ©

Tratamiento farmacologico de DM2: En la actualidad existen

grupos antidiabéticos que estimulan la secrecion de insulina,

disminuyen la resistencia a la insulina y reducen o enlentecen la

absorcién de la glucosa. **

Como son las siguientes:

e Agentes que aumentan el pancreas, la concentracion de
secrecion de insulina.

e Agentes que disminuyen en el tracto gastrointestinal, la
cantidad de absorcion de glucosa

e Agentes que incrementan la liberacion de insulina de 6rganos
especificos. +°

El tratamiento de la DM-2 en el primer nivel de atencion se

iniciard con medicamentos orales de primera linea considerados

en el PNUME vigente: metformina o glibenclamida. Si no

existiera contraindicacion, empezar con metformina. Al iniciar el

tratamiento, el médico tratante educard a la persona sobre el

reconocimiento de signos de alarma y reacciones adversas, para
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que en caso de presentarlas, acuda a consulta para reevaluacion y
valoracion de cambio de esquema terapeutico. Asimismo, el
médico tratante procedera a reportar los efectos adversos segun lo
descrito en la seccidon “efectos adversos o colaterales con el
tratamiento” y “signos de alarma”. (46)

Metformina:

Metformina es el farmaco de primera linea mientras no exista
contraindicacion. La metformina es el farmaco de primera
eleccién como monoterapia para el tratamiento de la DM-2, por
ser eficaz, por reducir el peso corporal y disminuir el riesgo
cardiovascular. Su efecto principal es disminuir la produccién
hepatica de glucosa. Asimismo, mejora la sensibilidad a la
insulina en tejidos periféricos. Iniciar con dosis bajas de 500mg u
850mg por dia, dosis Unica. Incrementar de 500mg a 850mg cada
1 a 2 semanas de forma progresiva hasta alcanzar el control
glucémico y/o la dosis maxima de 2,550mg si fuera necesario.
Debe tomarse con o inmediatamente después de las comidas
principales. En caso de intolerancia a metformina puede iniciarse
la terapia con sulfonilureas. "

Sulfonilureas:

Son drogas que estimulan la secrecion de insulina del pancreas
independientemente del nivel de glucosa sanguinea por lo cual, se
puede presentar hipoglucemia. “®

Glibenclamida:

La Glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacion que
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mediante la estimulacion de la liberacion de insulina por el
pancreas, disminuye las concentraciones de glucosa plasmatica.
La absorcion de glibenclamida es rapida y casi completa después
de su administracion por via oral (> 95%). Estudios de dosis Unica
en sujetos normales muestran absorcion significativa de
glibenclamida dentro de la primera hora de su administracion,
concentraciones maximas cerca de las cuatro horas y niveles
bajos, pero detectables a las 24 horas. Iniciar con dosis bajas (2.5
mg — 5 mg) una vez al dia en el desayuno o primera comida. Se
puede administrar dos veces al dia en algunas personas (por
ejemplo aquellos que reciben méas de 10 mg por dia). Incrementar
<2.5 mg al dia cada semana hasta conseguir el control glucémico
deseado o hasta que se alcance la dosis maxima permitida (20
mg/dia). Los efectos colaterales mas frecuentes de las

sulfonilureas son hipoglucemia y aumento de peso. “9*%

2.2.9 Hiperglucemia inducida por Aloxano:
La Diabetes inducida por aloxano se ha utilizado usualmente como
modelos experimentales de diabetes mellitus que no depende de
insulina. El aloxano se ha investigado con mayor profundidad y en la
actualidad se ha evidenciado que hace en manifiesto un aumento de
secrecion de insulina independientemente de la presencia de glucosa,
apareciendo despues del tratamiento con aloxano. La secrecion de
insulina mediante induccion de aloxano que se presenta en forma
particular, es producida por una menor duracion seguida de la

supresion completa de islotes en respuesta a la glucosa ocurriendo lo
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2.2.10

mismo en concentraciones altas de glucosa. &

Asi también, en el péancreas se presenta la absorcion rapida de la
accion del aloxano involucrando a las células beta pancreética que al
parecer son determinantes de la diabetogenicidad del aloxano. Por otro
lado, el proceso de reduccion que se produce en las células beta del
pancreas es debido a la presencia de distintos agentes reductores como
glutation reducido, ascorbato, cisteina y grupos sulfhidrilos que se
encuentran ligados a proteinas. Es asi que los grupos sulfhidrilos
reaccionan con el aloxano en la union de la glucoquinasa en el azucara
lo que resulta de la inactivacion de a enzima y la formacion del enlace
disulfuro. ®2°3

La reduccion del aloxano tiene como resultado la formacion del acido
dialtrico que nuevamente se oxida a aloxano, esto se da mediante el
ciclo Redox que es generado por los radicales superoxido y las
especies reactivas de oxigeno. ¥

En otras investigaciones, se ha manifestado la alteracion en la
homeostasis del calcio intracelular lo que atribuye a la
diabetogenicidad del aloxano. Como consecuencia, se presenta el
incremento de concentracion sistdlica de calcio 2 libre en los islotes
pancredticos de las células beta. Este incremento, hace que la
secrecion de insulina en dosis supra fisiol6gicas aumente ain mas; y
en conjunto con las especies reactivas de oxigeno provoca el dafio de

las células beta de los islotes pancreaticos. ©®

La medicina natural:

La ciencia ha comprobado por métodos cientificos la gran eficacia de
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las plantas medicinales. Sin duda alguna la gran cantidad de remedios

naturales presentan el resultado deseado en el caso de que el individuo

mantenga un estilo de vida sana, por ende el remedio natural eliminara

las causas que causaron la enfermedad. ©°

- Drogas vegetales: Las drogas vegetales tienen un control de
calidad para la obtencion de extractos, para brindar la eficacia,
seguridad e inocuidad del producto final. Por ende,
anticipadamente se realizan estudios de control de calidad que nos
brinda la OMS, para tener un control de calidad de la materia

prima y aprobar los procedimientos de Seleccidon, Lavado, Secado

y Almacenamiento que se realizan en las drogas vegetales. ¢”)

- Riesgo de su uso: Ciertas plantas medicinales pueden producir
intoxicacion por sobredosis, reacciones adversas e interacciones
perniciosas con otras sustancias. EI consumo de plantas naturales
administrada por cualquier via debe ser informado por el médico,
lo mismo con la interaccion de otros farmacos. Por lo tanto, se
suma importancia el control médico estricto con las plantas

medicinales que con los medicamentos que se consume. ©®

2.2.11 La alfalfa (Medicago Sativa):
La alfalfa es una planta usada como forraje perteneciente a la familia
de las leguminosas. Es una especie autotetraploide de fecundacion
cruzada. Sus raices son bastante profundas, por lo tanto esta planta es

resistente a la sequia. ©®
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2.2.11.1 Taxonomia:
REINO: Vegetal
DIVISION: Magnoliophita
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Rosidae
ORDEN: Fabales
FAMALIA: Fabaceae
SUBFAMILIA: Papilionoideae
TRIBU: Trifolieae
GENERO: Medicago

ESPECIE: sativa ©”

2.2.11.2 Descripcion botanica:

La alfalfa es una leguminosa herbacea perenne muy
ampliada. Presenta flores que varia en su colores amarillos o
parpura, en algunos casos son blancas; forméandose en
racimos abiertos. Tienen de una a cinco espirales y las vainas
son retorcidas llevando varias semillas de forma arrifionada.
(58,59)

Las hojas estan en contacto sobre el tallo, son trifoliadas y
pinadas. Tiene una raiz principal en el sistema radicular que
penetra en el suelo hasta una profundidad de 7.5 a 9 m a mas.
Los tallos firmes, alcanzando una altura de 60 a 90 cm.
Conteniendo de 5 a 25 tallos o mas tallos por planta, que
nacen de una corona lefiosa. Flores de color azul o purpura
con pétalos de hasta 1 cm, agrupadas en racimos de unos 4
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22113

cm de longitud sobre peciolos de inferior longitud al tubo del
caliz. Fruto en legumbre de 4 a 7 mm de didmetro, sin
espinas, en forma de espiral con una vuelta y media hasta tres
vueltas y media. Ampliamente cultivadas como planta
forrajera y muchas veces naturalizada. Se puede encontrar
junto a los caminos, en sembrados, al borde las carreteras y
terrenos secos de climas frios o templados. ¥

Ubicacion geogréfica:

Planta nativa de Asia central (Transcaucasia, Armenia,
Persia, etc.). Existen tipos silvestres en el Caucaso y en las
regiones montafiosas de Afganistan, Irdn y regiones
adyacentes. Amplisimamente cultivada en todo el mundo
como planta forrajera para el ganado. Es la planta forrajera
mas antigua y valiosa. En América se cultiva desde la llegada
de los europeos. En el Peru se cultivan variedades tanto al

nivel del mar como en los Andes hasta cerca de 3,700 m s. m.

2.2.11.4 Componentes de Medicago sativa:

- Flavonas e Isoflavonas (sumidades): tricina, 3-
metiltricetina, crisoeriol, genisteina, biochanina A,
formononetina, daidzeina y 5’ metoxisativano.

- Sapondsidos (2-3%): Sus geninas son derivados del
oleaneno. Presentes mayoritariamente en las hojas y en
menor medida en la raiz.

- Derivados  cumarinicos  (sumidades):  cumestrol,

medicagol, sativol, trifoliol, lucernol, dafnoretina.
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- Fitoesteroles: P-sitosterol, a-espinasterol, estigmasterol,
cicloartenol, campesterol.

- Alcaloides (semillas): estaquidrina, homoestaquidrina y
trigonelina.

- Otros: alcoholes de alto peso molecular (octacosanol,
triacontanol), colina, trimetilamina, betaina, principios
amargos, acidos organicos (malico, oxalico, maldnico,
maleico y quinico), pigmentos (clorofila, xantofila,
caroteno, antocianinas), polioles, purinas y piridinas,
aminoacidos (valina, lisina, arginina, leucina, isoleucina,
triptéfano, fenilalanina, metionina y treonina). Contiene
carbohidratos, proteinas y grasas. Incluso un gran
contenido de fibra. Presenta minerales como: hierro,
manganeso, magnesio, sodio, cobre., molibdeno.
Ademaés, vitaminas como: Vitamina C, D, E, K, B12,
acido pantoteico, riboflaina, biotina, piridoxina, tiamina.

- Enzimas digestivas como la invertasa, pectinasa,
emulsina, lipasa, proteasa quienes actlan como

mediadoras de la digestion. €

2.2.11.5 Propiedades farmacologicas:
La alfalfa ha recibido la reconsideracion cientifica debido a
sus invalorables aportes nutricionales. Mas alla de su
reconocida actividad antianémica y anticoagulante, se destaca
en la alfalfa su contenido en manganeso estaria relacionado
en parte con la actividad hipoglucemiante de la alfalfa.
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Actividad hipoglucemiante:

Estudios anteriores demostraron que agregar semillas de
alfalfa en la dieta humana redujo los triglicéridos y LDL,
mejord niveles de HDL y disminucion de la glucosa en
sangre Por lo tanto, las hojas de alfalfa se utilizan
tradicionalmente en Sudéafrica como un tratamiento eficaz
para la diabetes. La alfalfa estimula la secrecion de insulina
en funcion a la reduccion de la glucosa plasmatica.

La administracion de raiz de alfalfa (62.5g/k) en la dieta de
ratas diabéticas bajo induccion por estreptozotocina, produjo
efectos hipogluciemiantes significativos. Por otra parte la
administracion del extracto acuoso de alfalfa (1mh/mL)
demostro estimular el transporte de 2-deoxiglucosa,
increment6 la oxidacién de glucosa y produjo una mayor
produccion de glucogeno en musculo abdominal de ratones.
El suministro de 0.25-1 mg/ mL del extracto acuoso de alfalfa
en ratones evidencié una mayor secrecion de insulina por
parte de células B-pancredticas, a los 20 minutos de
administrado el extracto. Estudios in vitro a partir de un
modelo de difusion sobre tracto intestinal de ratas, determino
una disminucion en la absorcién de glucosa luego del

suministro de 50 g/l de extracto acuoso de alfalfa. ®*®
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2.2.11.6 Uso medicinal:
Posee propiedades tonificantes, remineralizantes, de
proteccion contra las infecciones y hemostaticas. Esta
indicada en casos de: Anemia por deficiencias vitaminicas o
minerales, raquitismo, desnutricién, ulcera gastroduodenal,
dispepsia, fermentaciones intestinales por sus riquezas en
enzimas, estrefiimiento, por su contenido en fibra vegetal.
Hemorragias nasales, gastricas y uterinas. Es necesario tener
en cuenta que cualquier sangrado debe ser motivo de consulta
al médico. 2
En estudios cientifico, se demostré que es antibacteriano,
estrogénico y anticancerigeno. Ayuda a retrasar la absorcion
del colesterol previniendo enfermedades cardiacas y disolver
los depdsitos de placa en las arterias. Su uso es de gran
importancia en enfermos de osteoporosis, porque permite que
el calcio se absorba de forma réapida, por ende mejorar la
masa Osea. Actia como analgésico venciendo los dolores

producto de una fractura de hueso o esguince.

2.2.11.7 Dosis:

Para obtener el efecto deseado, es imprescindible utilizar los
preparados de alfalfa que contengan la mayor concentracion
posible.

- Infusion: Al 5-10%. Se administra 2 tazas diarias.

- Extracto seco: Relacion 5:1, se prescriben 1-1,5 g diarios

repartidos en 2-3 tomas.
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- Extracto fluido: Relacion 1:len alcohol al 25%, se
administran 5-8 ml diarios, repartidos en 2-3 tomas.
- Tinturas: Relacién 1:10. Se administran 50 a 100 gotas,

2-3 veces al dia ©¥

2.2.11.8 Efectos adversos y toxicidad:

Hasta el momento, no se recomienda consumir por parte de
personas alérgicas a las plantas de la familia de las
leguminosas. Debido a abundancia en proteinas se producen
las alergias pertenecientes a estas familias. La alfalfa debido
a su alto contenido de manganeso, puede producir un
descenso de los glucésidos en la sangre, por eso no se
recomienda el consumo en excesivo de esta planta en
personas que tienen hipoglicemia. No se recomiendan los
suplementos de alfalfa durante el embarazo y la lactancia ya

que podrian producir abortos espontaneos. ¢

2.2.11.9 Contraindicaciones:

2.2.11.10

Las semillas y las sumidades de alfalfa no deben ser
consumidas por pacientes con lupus eritematoso sistémico
(LES) ni durante la lactancia o el embarazo, ya que han
demostrado alterar el ciclo menstrual y la llegada de leche a
los conductos galactoforos. El resto de la planta puede ser
consumida en dichos casos aunque no se debe superar las
dosis maximas establecidas.

Interacciones medicamentosas:

Las saponinas de las hojas y raiz, como componentes
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proteicos de la semilla de alfalfa pueden interferir con la
utilizacion de la vitamina E por parte del organismo. Los
pacientes que estén recibiendo terapia anticuagulante
(warfirina, heparina, etc.) como aquellos que presenten
tumores estrégenodependientes deberan abstenerse de ingerir
capsulas o infusiones de alfalfa. Esta plantas en altas dosis

puede interferir con tratamientos hipoglucemientes

2.2.12 Metabolitos secundarios en la actividad Hipoglucemiante:

Los principales mecanismos hipoglucemiantes que se manifiestan son:
la inhibicidn de enzimas con la amilasa y glucosidasa, asi mismo en la
reduccion de niveles de glucosa, perfil de lipidos, enzimas hepaticas,
glucogeno hepatico y insulina, fueron los indicadores mas importantes
para evaluar la actividad hipoglucemiante. Segun estudios, los
metabolitos secundarios responsables de la actividad hipoglucemiante
son los flavonoides ya que estos participan en los procesos iniciales de
accion de la insulina en el higado y musculo, quienes realizan el
mecanismo de ligarse a los receptores de insulina, potenciando la
accion de la enzima tirosina quinasa, siendo esta enzima primordial en
las acciones bioldgicas concluyentes de la insulina como es la
reduccion de glucosa en sangre. ©

La relacion entre los flavonoides y la actividad hipoglucemiante ha
sido estudiada en modelos in vivo; donde estudiaron el efecto del
flavonoide isoquercetina en ratones con diabetes mellitus inducida.
La isoquercetina inhibe la accion de la enzima a-glucosidasa

localizada en el epitelio del intestino delgado. La inhibicion de la a-
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glucosidasa disminuye la absorcion de carbohidratos en el intestino
delgado y consecuentemente disminuye la hiperglucemia. La
prevencién de la diabetes se relaciona con la capacidad de los
flavonoides de disminuir el estrés oxidativo durante el proceso de
biooxidacion por radicales libres responsable de la destruccion de las

células beta en los islotes de Langerhans. (/¥
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HIPOTESIS:

Hipdtesis nula:

El extracto hidroalcohodlico de hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida no
tiene efecto hipoglucemiante.

Hipdtesis alternativa:

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida tiene

efecto hipoglucemiante.

31



IV. METODOLOGIA:

4.1 Disefio de la investigacion:
La investigacion corresponde a un estudio de tipo aplicado con un nivel
explicativo, de disefio experimental (grupos: control negativo,
hiperglucémicas s/t, grupo control positivo, grupo de Tratamiento I, grupo

de tratamiento Il, y grupo de Tratamiento Il1).

() — (o) E— 4 — )L — 012 (1h, 2h, 24hy 48h)

(Y — (0 — N —— Lo R—— 022 (1h, 2h, 24hy 48h)

[k Jumm—— (oY m— N — PG —— 032 (1h, 2h, 24hy 48h)

Y/ — (/i — |2 R— L R— 042 (1h, 2h, 24h y 48h)

(] J— (o]} — N — PG —— 052 (1h, 2h, 24h y 48h)

(] Jummm—— (o ]o] Amm— N — PG E—— 062 (1h, 2h, 24h y 48h)
Donde:

G1: Grupo control negativo.

G2: Hiperglucémicas s/t.

G3: Grupo control positivo.

G4: Grupo de Tratamiento I.

G5: Grupo de Tratamiento I1.

G6: Grupo de Tratamiento III.

011, 021, 031, 041, 051, O61: Observaciones de la glucosa basal, antes
de la induccién de la hiperglucemia con aloxano.

Y1: Observaciones de la glicemia en el grupo control negativo.

Y2, Y3, Y4, Y5, Y6: Induccion de la hiperglucemia inducida a dosis Unica
de aloxano 150mg/Kg por via intraperitoneal.

012: Observaciones de la glicemia en el grupo control negativo.
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022, 032, 042, 052, 062: Observaciones de la glucosa, después de la
hiperglucemia inducida con aloxano a dosis de 150 mg/kg mas post-
tratamientos.

X1: Sin tratamiento.

X2: Hiperglucemia inducida, sin tratamiento.

X3: Tratamiento con glibenclamida a dosis de 5mg/Kg por via oral.

X4: Tratamiento con extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a
dosis de 500mg/Kg por via oral.

X5: Tratamiento con extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa
a dosis de 700mg/Kg por via oral.

X6: Tratamiento con extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a
dosis de 1000mg/Kg por via oral.

4.2 Poblacion universo y muestra:

4.2.1 Recoleccion de material vegetal:

4.2.1.1 Poblacion vegetal: Conjunto de hojas de Medicago sativa,
recolectado en el Predio Rustico, sector El Pino, Valle del
Distrito de Santa — Provincia Del Santa — Departamento de
Ancash.

4.2.1.2 Muestra vegetal: Se emplearon 100 gramos de hojas de
Medicago sativa que fueron secadas en estufa a 50 °C y
posteriormente molidas, los cuales fueron macerados en 550
ml de etanol a 80° contenidas en un frasco ambar con un
tiempo de 7 dias de maceracion, bajo proteccién de la luz y
calor. Posteriormente se filtrd la solucion y se concentrd en

rotavapor aproximadamente 2 horas obteniendo 150 mL. El

33



extracto hidroalcohodlico fue conservado a una temperatura de
1-3°C en frasco herméticamente cerrado y refrigerado
evitando su exposicion a la luz solar para prevenir su
degradacién para su posterior utilizacion. EIl extracto
hidroalcoholico preparado se diluyo en una dosis de 500
mg/kg, 700mg/kg y 1000 mg/kg para la evaluacion de la
actividad hipoglucemiante.
4.2.2 Recoleccion de la muestra bioldgica:

4.2.2.1 Poblacion biologica: Conjunto especimenes de Rattus rattus.
var Albinus, edad 2 meses, peso de 180 a 220 + 20 g del sexo
macho que se adquirid en el Bioterio de la Universidad
Catolica los Angeles de Chimbote.

4.2.2.2 Muestra biologica: Se emplearon 18 especimenes de Rattus
rattus. var. albinus, distribuidos en 6 grupos experimentales,
con 3 animales de experimentacion por grupo. Se les retiro
doce horas antes el alimento y se mantuvieron con agua
Adlibitum, cumpliendo con un periodo de readaptacion de 7

dias.
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4.3 Definiciony operacionalizacion de variables:

Variable

Definicion Conceptual

Definicion operacional

Indicador

Variable
dependiente:
Efecto
hipoglucemiante

en Rattus rattus

Capacidad que presenta
el compuesto que con su
utilizacion sirve en la
reduccién de los valores

de glucosa en sangre.

Cuantificacion por medio de
de

la

la medicién

concentraciones con
utilizacion del glucometro

TRUE METRIX ® que

Glucemia en sangre en ayunas
en mg/dL.

% de efecto hipoglicémico.

var. albinus. brind6 los valores de

glucemia en mg/dL.
Variable Extracto hidroalcoholico | Se reconstituye cierta | Control negativo:
independiente: preparado por | cantidad del extracto seco | Medicago sativa (Alfalfa) 0 mg/kg
Extracto maceracion  con la | expresado en mg/Kg de peso | Aloxano 0 mg/kg
hidroalcohdlico utilizacion del solvente | del animal de | Hiperglucémicas s/t:

de de

Medicago sativa a

hojas

diferentes

concentraciones.

que se compone de la
mezcla de alcohol y agua

en proporcion 1:5.

en un

de

experimentacion
volumen determinado

agua destilada.

Medicago sativa (Alfalfa) Omg/kg
Aloxano 150 mg/kg

Control positivo:

Glibenclamida 5mg/Kg

Aloxano 150 mg/Kg

Tratamiento I:

Medicago sativa (Alfalfa)
500mg/Kg

Aloxano 150 mg/Kg

Tratamiento 11:

Medicago sativa (Alfalfa)
700mg/Kg

Aloxano 150 mg/Kg

Tratamiento I11:

Medicago sativa (Alfalfa)
1000mg/Kg

Aloxano 150 mg/Kg
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4.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos:

441

4.4.2

Recoleccion de hojas de Medicago sativa:

Se recolectaron hojas de Medicago sativa (alfalfa), en el Predio
Rustico, sector El Pino, Valle del Distrito de Santa — Provincia Del
Santa — Departamento de Ancash, procedentes de plantas forrajeras,
sin picaduras de insectos, ni presencia de manchas. Se procedio a
retirar el polvo y otras particulas con abundante agua corriente y se
enjuagaron con agua destilada para su posterior utilizacion. Para la
realizacion taxondémica de la planta se recolect6 el tallo y las hojas
de Medicago sativa, luego se secO a temperatura ambiente para
finalmente obtener su identificacion taxondémica en el Herbarium

Truxillense.
Peso y seleccion de Rattus rattus var. albinus:

Se trabajo con 18 especimenes de Rattus rattus var. albinus machos
con 2 meses de edad, cuyos pesos variaron de 180 a 200 + 20 g y
fueron distribuidos aleatoriamente en grupo control blanco,
hiperglucémicos, grupo control positivo, grupo de tratamiento | a
dosis de 500 mg/Kg, grupo de tratamiento Il a dosis de 700 mg/Kg,
grupo de tramiento 111 a dosis de 100 mg/Kg, con 3 especimenes por
grupo, los cuales fueron pesados y marcados con violeta de genciana
para la identificacion de cada grupo experimental. Los pesos que se
obtuvieron de cada espécimen, fueron registrados en un cuaderno de
apuntes y de acuerdo a ello se calculdo la dosis de aloxano
(150mg/kg) y del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago

sativa (500 mg/kg, 700 mg/kg y 1000 mg/kg) para cada espécimen.
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4.4.4

Preparacién del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago

sativa a diferentes concentraciones:

Se emplearon 100 gramos de hojas de Medicago sativa que fueron
secadas en estufa (BINDER) a 50 °C por 2 dias y posteriormente
molidas en un molino de cuchilla (Oster), los cuales fueron
macerados en 500 ml de etanol de 80°, contenidas en un frasco
ambar con un tiempo de 7 dias de maceracion, bajo proteccion de la
luz y calor. Posteriormente se filtrd, por medio del equipo de
filtracion al vacio con ayuda del embudo y varilla marca Pirex y se
concentrd6 en rota vapor (BUCHI) aproximadamente 2 horas
obteniendo 55 mL. El extracto hidroalcohdlico fue conservado a una
temperatura de 1-3°C en frasco herméticamente cerrado y se colocé
en el refrigerador evitando su exposicion a la luz solar para prevenir
su degradacion para su posterior utilizacion. Finalmente se procedié
a realizar el célculo de las dosis (500 mg/kg, 700 mg/kg y 1000
mo/kg).

Induccion de la hiperglucemia experimental con aloxano:

El grupo control negativo, el grupo de hiperglucémicos sin
tratamiento, grupo control positivo tratado con glibenclamida a dosis
de 5mg/kg, grupo de tratamiento I, grupo de tratamiento Il y grupo
de tratamiento Ill fueron puestos en ayuno durante 12 horas y se
mantuvieron con agua Adlibitum, cumpliendo con un periodo de
readaptacion de 7 dias, luego se midié la glucemia basal de los
especimenes y se procedié a la induccién de la hiperglucemia con

aloxano (ALDRICH) a una concentracion de 150 mg/kg por via
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4.4.5

4.4.6

intraperitoneal con ayuda de la jeringa de 1 mL (TM Sigma),
después de 24 horas comenzaron a tener hiperglucemia
(hiperglucemia se considera >200 mg/dL). Valores normales de

Glicemia en ratas: Suero, plasma ratas (ayunas) 60-90mg/dL.

Administracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Medicago sativa:

Después de la induccién con aloxano, a los grupos de tratamiento I,
tratamiento 1l y tratamiento Il se les administr6 el extracto
hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa mediante sonda
orogastrica N°4 (MEDEX), con la administracion de una dosis a las
8 am por un dia. EI grupo de tratamiento | recibié una dosis de 500
mg/kg, el grupo de tratamiento Il recibié una dosis de 700 mg/kg y

el grupo de tratamiento 111 recibié una dosis de 1000 mg/kg.
Medicion de la glucemia:

La medicion de la glucemia se realizd antes y después de la
induccion y administracion del extracto hidroalcoholico de hojas de
Medicago sativa. Haciendo una pequefa incision en el apice de la
cola del animal de experimentacion hasta obtener una gota
homogénea y aplicar directamente sobre la tira reactiva del
glucometro NIPRO TRUE METRIX. Se tomaron muestras
sanguineas para la determinacion de los niveles de glicemia 24
horas después de la hiperglucemia y posteriormente ala 1, 2, 24 y 48

horas.

(46,70)

4.4.7 Determinacion del porcentaje del efecto hipoglicemiante a través
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de la siguiente formula; “©

. o Diabéticas — Tratamiento
% de efecto hipoglucémico = Diabéticas x 100

45 Plan de analisis:

Para el analisis de datos se utilizd el programa Microsoft Excel. Los
resultados obtenidos fueron presentados en tablas y graficos, sometidos a la
prueba de analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del

95%.
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4.6 Matriz de consistencia:

TITULO DE LA FORMULACION TIPO DE DISENO DE POBLACION Y
] OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES ) )
INVESTIGACION | DEL PROBLEMA INVESTIGACION | INVESTIGACION MUESTRA
Efecto ¢Tendrd  efecto | Objetivo general: Hipdtesis nula: | Variable Es un estudio | La investigacion | Poblacién
hipoglucemiante | hipoglucemiante | Determinar el efecto | El extracto | dependiente: cuantitativo, de | corresponde a un | vegetal:
del extracto | el extracto | Hipoglucemiante del | hidroalcohdlico Efecto tipo bésico con un | estudio Conjunto  de

hidroalcohdlico
de hojas de
Medicago sativa a
diferentes
concentraciones
en Rattus rattus
var. albinus con

hiperglucemia

inducida.

hidroalcohdlico
de hojas de
Medicago sativa a
diferentes
concentraciones
en Rattus rattus
var. albinus con
hiperglucemia

inducida?

extracto hidroalcohdlico de
hojas de Medicago sativa a
diferentes concentraciones
en Rattus rattus var. albinus
con hiperglucemia inducida.
Obijetivos especificos:

- Evaluar la  glicemia
durante las 48 horas del
durante la

tratamiento

administracién del extracto

de hojas de
Medicago sativa
a diferentes
concentraciones
en Rattus rattus
var. albinus con
hiperglucemia
inducida no tiene
efecto

hipoglucemiante.

hipoglucemiante
en Rattus rattus
var. albinus.
Variable
independiente:
Extracto
hidroalcohdlico
de hojas de
Medicago sativa

a diferentes

nivel explicativo,
de disefio

experimental.

cuantitativo, de
tipo bésico con un
nivel explicativo,
de disefio
experimental

(grupos:  grupo
control negativo,
hiperglucémicas

s/t grupo control

positivo, grupo de

hojas del
Medicago
sativa,
recolectado en

Predio Rustico,

sector El Pino,

Valle del
Distrito de
Santa —

Provincia Del
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hidroalcohdlico de hojas
de Medicago sativa a
diferentes concentraciones
en Rattus rattus var.
albinus con hiperglucemia
inducida.

- Determinar el porcentaje
de efecto hipoglicemiante
del extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Medicago sativa a
diferentes concentraciones
en  Rattus rattus var.
albinus con hiperglucemia
inducida a 48 horas del

tratamiento.

Hipdtesis
alternativa:

El extracto
hidroalcohdlico
de hojas de
Medicago sativa
a diferentes
concentraciones
en Rattus rattus
var. albinus con
hiperglucemia
inducida  tiene
efecto

hipoglucemiante.

concentraciones

(Alfalfa).

Tratamiento l,

grupo de
tratamiento 1l, y
grupo de

Tratamiento I11).

Santa —
Departamento
de Ancash.
Muestra
vegetal: Se
empled
aproximadame

nte 100 gr de

muestra.
Muestra
animal: Se
empleo 18

especimenes

de Rattus
rattus var.
albinus.
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4.7 Principios éticos:

La siguiente investigacion se realizd cumpliendo los principios éticos
estipulados en el codigo de ética para la investigacion version 002
aprobado por el consejo universitario de la universidad Catdlica Los
Angeles de Chimbote.

Proteccidn de los animales: Segun lo establecido la especie animal debe
ser el medio y no el fin, para ellos se debe minimizar en lo posible los
dafios que podrian sufrir y buscar su pronta recuperacion.

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: El investigador debe
conocer los riesgos y beneficios potenciales de la investigacion, los
cuales afectarian directamente a plantas, medioambiente y biodiversidad.
Justicia: El investigador debe tratar equitativamente a los participantes
de la investigacion, brindandoles el derecho al acceso de sus resultados,
de igual manera debe evitar en la medida de lo posible la presencia de
sesgos o0 conocimientos limitados que propicien una practica injusta.
Integridad cientifica: El investigador no debe presentar conflictos de
interés los cuales podrian afectar el curso del estudio o la comunicacién

de sus resultados. 4’
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RESULTADOS:

5.1 Resultados:

TABLA 1. Evaluacion de la glucemia antes y despues de la administracion del extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Medicago sativa a dosis de 500 mg/Kg, 700 mg/Kg y 100 mg/kg sobre la hiperglucemia inducida en Rattus rattus var.

albinus.
Glucemia inicial Glicemia
GRUPOS EXPERIMENTALES N mg/dL Final (48 horas)  Significancia
X + DS mg/dL P
— X+ DS
Control negativo: Blanco 3 100.33 + 2.64 103 + 12.47
Hiperglucémicas s/t: Aloxano 150 mg/kg 3 534 + 102.80 520 + 86.99
Control positivo: Aloxano 150 mg/kg + Glibenclamida
3 430.33 + 41.16 107+ 52.01
5 mg/kg
. 0.00*
Tratamiento I: Aloxano 150 mg/kg + EH 500 mg/kg 3 471.33 + 18.17 114.33+ 3.68
Tratamiento I1: Aloxano 150 mg/kg + EH 700 mg/kg 3 454.33 + 28.51 108.67 + 6.34
Tratamiento I11: Aloxano 150 mg/kg + EH 1000 mg/kg 3 456.33+ 25.19 106 + 8.36
* Prueba ANOVA (p<0.05) Fuente: Elaboracion propia del autor
LEYENDA
X : Promedio
DS : Desviacion Estandar
EH : Extracto hidroalcoholico
N : NUmero de especimenes 43

s/t : Sin tratamiento



GRAFICO 1: Porcentaje del efecto hipoglucémico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a dosis de 500

mg/kg, 700 mg/kg y 1000 mg/kg en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida durante las 48 horas del tratamiento.
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5.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

En la presente investigacion se determind el efecto hipoglicemiante del
extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa a diferentes
concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida. La
hiperglucemia inducida se realizé por medio del método de Reinoso S, quien
uso el aloxano como inductor. La hiperglucemia inducida por aloxano se ha
utilizado usualmente como un modelo experimental en Diabetes Mellitus no
dependiente de insulina. Actualmente, se ha estudiado a fondo el mecanismo
de accién del aloxano, en el que diversos estudios experimentales han
confirmado que el aloxano realiza un repentino aumento en la secrecion de
insulina en ausencia o presencia de glucosa, apareciendo después del
tratamiento del aloxano. 8

Como se describe en la Tabla 1, se evalud la glucemia antes y después de la
administracion de los tratamientos en los grupos experimentales mediante la
prueba estadistica ANOVA (p<0.05). EI grupo control negativo e
hiperglucémicas s/t presentaron minimas variaciones en los valores de
glucemia. Sin embargo, en el grupo de control positivo, los valores de
glucemia pasaron de 430.33 mg/dL = 113.13 (1 hora) a 107 mg/dL + 5.25
durante las 48 horas del tratamiento con la Glibenclamida a dosis de 5mg/kg.
De igual manera en el grupo de tratamiento I, los valores de glucemia pasaron
de 471.33+ 166.92 (1 hora) a 114.33+ 3.68 durante las 48 horas del
tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Medicago sativa en
dosis a 500 mg/Kg, asi mismo en el grupo de tratamiento Il, los valores de
glucemia pasaron de 454.33 + 63.81 (1 hora) a 108.67 + 6.34 durante las 48

horas del tratamiento con el extracto hidroalcohdélico de las hojas de Medicago
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sativa en dosis a 700 mg/Kg y el grupo de tratamiento Ill, los valores de
glucemia pasaron 456.33+ 60.16 (1 hora) a 106 + 8.36 durante las 48 horas
del tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Medicago
sativa en dosis a 1000 mg/Kg con un valor p de 0.000, existiendo diferencia
estadisticamente significativa, por lo que se acepta la hipotesis alternativa de
la investigacion y se rechaza la hipotesis nula, afirmando que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Medicago sativa a diferentes disminuye la
hiperglucemia inducida en Rattus rattus var. albinus. Lo que se constato este
resultado en un trabajo de investigacidn gque realizaron Amraie E et al, quienes
determinaron que el extracto acuoso de hojas de Medicago sativa a dosis de
250 mg/kg y 500 mg/kg disminuyo significativamente los niveles de glucosa
durante 21 dias de tratamiento. =3

Es debido a que la administracion del extracto hidroalcohélico de hojas de
Medicago sativa puede regenerar las enzimas antioxidantes en el pancreas a
un nivel estandar. Y realizar su accion , asi como lo manifiesta el autor
Sarmento, T quien realiz6 un estudio de investigacion en Madrid en el afio
2012 en la cual determind el impacto del procesamiento sobre la pared celular
y las propiedades hipoglucémicas y tecnofuncionales de leguminosas, estas
pertenecen a la familia Fabaceae, alfalfa que con su fibra alimentaria
disminuyen los niveles de glucosas en sangre en pacientes diabéticos y
absorbe sustancias como las sales biliares y la glucosa que implican en el
control de diabetes y el metabolismo del colesterol. Asi mismo, la actividad
favorable de la fibra en la disminucion de los niveles de glucosa en sangre
puede deberse también a la disminucion de la respuesta a la insulina. ©¢*

Por Gltimo, en el Grafico 1 muestra el porcentaje de efecto hipoglucemiante de
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acuerdo a los tiempos medidos en la evaluacion de la actividad
hipoglucemiante de los grupos de tratamiento durante las 48 horas.
Verificandose que la dosis de extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago
sativa de 500 mg/kg tiene una un valor de 75.74% a las 48h, la dosis de
700mg/kg tiene un valor de 75.48% y la dosis de 1000mg/kg tiene un valor de
76.08% a las 48h. Comparando con los valores de la administracion de
glibenclamida a dosis de 5mg/kg a las 48 horas con 77.05%, lo que indica que
los porcentajes de efecto hipoglicémico en el grupo control y de tratamientos
tienen similar eficacia con en el grupo de control con Glibenclamida. Siendo
la dosis de 1000mg/kg la concentracién mas efectiva en la disminucion de la
hiperglicemia con similar efecto hipoglucemiante al de glibenclamida a dosis
de 5mg/kg y en relacion al porcentaje de efecto hipoglicémico. Lo que se
constato en una investigacion que realizaron los autores Condori E y Quispe R
y evaluaron la actividad hipoglucemiante de la soya (Glycine max), la misma
que pertenece a la familia Fabaceae, y tuvo una disminucion significativa de
glucemia al culminar el tratamiento en relacion al porcentaje de efectividad en
la disminucion de la glucosa del aceite de soya fue de 47% lo que concluyo la
actividad hipoglucemiante del aceite de soya (Glycine max).*

La relacion entre los flavonoides y la actividad hipoglucemiante ha sido
estudiada en modelos in vivo; donde estudiaron el efecto del flavonoide
isoquercetina en ratones con diabetes mellitus inducida. La isoquercetina
inhibe la accion de la enzima aglucosidasa localizada en el epitelio del
intestino delgado. La inhibicion de la a-glucosidasa disminuye la absorcion de
carbohidratos en el intestino delgado y consecuentemente disminuye la

hiperglucemia. La prevencion de la diabetes, finalmente, puede estar
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relacionada con la capacidad de los flavonoides de disminuir el estrés
oxidativo durante el proceso de lipoxidacion por radicales libres responsable
de la destruccion de las células beta en los islotes de Langerhans en el modelo
de diabetes inducida por estreptozotocina); asi como el aloxano un reactivo
diabetogénico, in presencia de glutatién es reducido via los radicales aloxano

en acido dialurico.

48



VI.

CONCLUSIONES:

1. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes

concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia
inducida tiene efecto Hipoglucemiante.

La evaluacion de la glicemia durante las 48 horas del tratamiento
muestran que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a
dosis de 1000 mg/kg mostr6 mejor efecto hipoglucemiante en Rattus
rattus var. albinus con hiperglucemia inducida.

El porcentaje de efecto hipoglicemiante del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Medicago sativa a dosis de 1000mg/kg es de 76.77%
manifesté un mayor porcentaje de efecto hipoglicémico durante las 48
horas de tratamiento, en comparaciéon a la dosis de 700mg/Kg y 500
mg/kg con un 76.08% y 75.74% respectivamente que tuvieron menor

porcentaje hipoglucémico.
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ANEXOS



ANEXO 01: Constancia de la determinacion taxonémica de Medicago sativa.

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

Constancia N 52 - 2017- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Division Angiospermae
Clase : Dicotyledoneae
Subclase : Archychlamydeae
Orden : Fabales

Familia : Fabaceae

Génaro : Medicago
Especie : M. sativa L

Muestra alcanzada a este despacho por PAOLA YSABEL FLORES SANTOS,
identificado con DNI N* 70120519, con domicilio legal Jr. Pachitea 447- Santa:
estudiante procedente de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, cuya
determinacion taxonémica servira para la para la realizaciéon del proyecto de
investigacion para optar el grado de Bachiller: “Efecto hipoglucemiante del extraclo
hidroalcohélico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. albinus con
Hiperglucemia inducida”

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hublera lugar

Trujillo, 14 de Julio del 2017

cc. Herbario HUT

E- mail; herbanumrrux:llensehul@yahoo.com
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ANEXO 02: Preparacion del extracto hidroalcoholico a diferentes concentraciones

de hojas de Medicago sativa.

1. Serealizd la recoleccion de la planta completa de Medicago sativa (Alfalfa) durante
1 dia:

2. Lavado y deshojado para la seleccion de hojas en buen estado, para proceder al

secado de la muestra durante 2 dias a temperatura de 55 °C en la estufa:

( Imagen 1: Seleccion de hojas W
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Imagen 2: Secar la muestra para proceder a

secar en estufa a 55°C por 2 dias.

3. Pulverizacion de Medicago sativa con ayuda de una licuadora hasta formacion

de polvo.
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4. Preparacion de alcohol al 80° en una Fiola de 500 mL, para la maceracion.

5. Pesar 100 g de la muestra pulverizada para la maceracion y agregar 580 mL de
alcohol de 80°. Seguida de la maceracion por 7 dias en un frasco ambar,

evitando la luz solar.
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6. Filtrar lo macerado hasta obtener una cantidad suficiente de muestra.

7. Luego, el filtrado del extracto hidroalcohdlico se coloca inmediatamente al
rotavapor por 1 hora para obtener muestra semi-seca. La muestra semi - seca
obtenida del rotavapor se le coloco en un tubo falcén, luego se peso6 la muestra y

se forro con papel aluminio para guardar a refrigeracion hasta el siguiente uso.
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ANEXO 03: Flujograma del efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa a diferentes

concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida.

18 ejemplares

[ Rartus rartrus var. albinus ]

[ Adaptacion en el Bioterio por 7 dias ]

i [ 12 horas sin alimento J

Se realizé una pequefia incision en el dpice de la
cola del amimal v se recolecto la gotaenla fira
reactiva del ghicometro NIPRO TRUE METRIX.

[ Induccion de la hiperglucemia

. 4 L 4 . 4

2

2

(m=3) n=3) (n=3) m=3) m=3) =3)
Control negativo: Hiperglucémicas s/t: Control positivo: Grupo de Grupo de tratamiento Grupo de tratamiento
Sin administracion Aloxano Aloxano tratamiento I: IT: III:
alguna 150 mgKg 150 mg'Kg Aloxano 150 mgKg Aloxano 150 mg/Kg Aloxano 150 mg/Kg
| J
I
24 horas
| Medicion de hiperglucemia
¥
[ Administracion de tratamientos
(n=3) (n=23) n=3) (n=3) (n=23) (n=3)
Control negativo: Hiperglucémicas s/t: Control positivo: Grupo de ratamiento I: Grupo de tratamiento Grupo de tratamiento
Sin administracion Aloxano Glibenclamida Exctracto hidroalcoholico II: III:
alguna 150 mg/Kg Smg'Kg de hojas de Medicago Exctracto hidroalcoholico Exctracto idroalcoholico
sativa 500 mg/Kg de hojas de Medicago de hojas de Medicago
sativa 700 mgKg sativa 1000 mgKg
i J

[ Medicion de la glucemias a la 1, 2, 24, 48 horas

Fuente. Elaboracién propia. 2019
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ANEXO 04: Induccion de hiperglucemia con Aloxano 150mg/kg.
Para la realizacion del estudio, se les retiré doce horas antes el alimento y se
mantuvieron con agua Adlibitum, cumpliendo con un periodo de readaptacion de 7

dias — Administracion de aloxano 150mg/kg por via Intraperitoneal.

Imagen 1: Readaptacion de 7 dias en Imagen 2: Pesar a los animales de
animales de experimentacion. experimentacion.

Imagen 3: Administracionén de
aloxano 150ng/kg por via
intraperitoneal.
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ANEXO 05: Administracion de tratamientos de extracto hidroalcohdlico de

hojas de Medicago sativa a dosis de 500mg/kg, 700mg/kg y 1000mg/kg en Rattus

rattus var. Albinus.

Imagen 1: Administracion de extracto

hidroaleoholico de hoias de Medi Imagen 2: Extraccion de sangre del Imagen 3: Colocacion de la sangre
|_roa co O_'CO € hojas de Medicago apice de la cola del animal de en la tira reactiva del glucometro
sativa a dosis de 500 mg/kg, 700mg/kg experimentacion. para su posterior lectura.

y 1000mg/kg por via oral.

Imagen 4: Nivel de glucemia en la Imagen 5: Nivel de glucemia luego de
hiperglucemia. la administracion de los tratamientos.
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ANEXO 6: Ficha de Recoleccion de datos para los niveles de Glucosa

Grupo experimental

Sustancia
Dosis

Fecha

Marca de
identificacion

Glucosa antes de la
adm. de Aloxano

Glucosa posta-
administracion de
Aloxano alas 48h

Glucosa post- Tratamiento

1h 2h | 12h | 24h
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ANEXO 7: Glicemias en mg/dL de los grupos de control, para la evaluacion de la actividad hipoglicemiante del extracto hidroalcohdlico

de hojas de Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida.

GLUCEMIA EN mg/dL

GRUPOS CONTROL BASAL HIPERGLUCEMIA
1h 2h 24h 48h
99 mg/dL 99 mg/dL 100 mg/dL 99 mg/dL 82 mg/dL 86 mg/dL
CONTROLNEGATIVO: Blanco 98 mg/dL 98 mg/dL 95 mg/dL 100 mg/dL 85 mg/dL 90 mg/dL
104 mg/dL 104 mg/dL 114 mg/dL 110 mg/dL 129 mg/dL | 100 mg/dL
97 mg/dL 430 mg/dL 330 mg/dL 359 mg/dL 340 mg/dL | 290 mg/dL
HIPERGLUCEMICAS S/T:

Aloxano 150 mg/kg 84 mg/dL 465 mg/dL 340 mg/dL 330 mg/dL 310 mg/dL | 275 mg/dL
75 mg/dL 407 mg/dL 352 mg/dL 328 mg/dL 300 mg/dL | 285 mg/dL
95 mg/dL 449 mg/dL 321 mg/dL 300 mg/dL 200mg/dL 114 mg/dL

CONTROL POSITIVO:
Aloxano 150 mg/kg + 74 mg/dL 500 mg/dL 340 mg/dL 280 mg/dL 190 mg/dL | 112 mg/dL

Glibenclamida 5 mg/kg
92 mg/dL 450 mg/dL 430mg/dL 300 mg/dL 200 mg/dL | 110 mg/dL

FUENTE: Elaboracion propia del autor

Leyenda:
S/T: Sin tratamiento
N: Numero de especimenes
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ANEXO 8: Glicemias en mg/dL de los grupos de tratamiento para la evaluacion de la actividad hipoglicemiante del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes concentraciones en Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia

inducida.

GLICEMIA mg/dL

GRUPOS DE TRATAMIENTO BASAL HIPERGLUCEMIA
1h 2h 24h 48h

TRATAMIENTO I: Aloxano 150 84 mg/dL 468 mg/dL 438 mg/dL | 330 mg/dL 220 mg/dL 110mg/dL
mg/kg + EH de hojas de Medicago 101 mg/dL 495 mg/dL 491 mg/dL | 390 mg/dL 268 mg/dL 119 mg/dL
sativa 500 mg/kg 98 mg/dL 451 mg/dL . 343 mg/dL | 304 mg/dL 210 mg/dL 114 mg/dL
TRATAMIENTO I1: Aloxano 150 91 mg/dL 434 mg/dL - 398 mg/dL | 290 mg/dL 199 mg/dL | 100 mg/dL
mg/kg + EH de hojas de Medicago 111 mg/dL 490 mg/dL 377mg/dL | 321mg/dL | 180 mg/dL | 111 mg/dL
sativa 700 mg/kg 71 mg/dL 439 mg/dL 309 mg/dL | 350 mg/dL | 290 mg/dL | 115 mg/dL
TRATAMIENTO I11: Aloxano 71 mg/dl 450 mg/dl 400 mg/dL | 340 mg/dL 290mg/dL | 119 mg/dL
150 mg/kg + EH de hojas de 81 mg/dl 433 mg/dl _ 399 mg/dL | 310mg/dL | 250 mg/dL | 111 mg/dL
Medicago sativa 1000 mgfkg 85 mg/dl 420 mg/d 300 mg/dL | 340mg/dL | 267 mg/dL | 110 mgldL

FUENTE: Elaboracion propia del autor

Leyenda:
S/T  :Sin tratamiento
N : NUmero de especimenes

EH : Extracto hidroalcohoélico
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ANEXO 9: Promedio de glicemia y desviacion estandar de los grupos de control
y grupos de tratamiento antes y despues de la administracion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a diferentes concentraciones en

Rattus rattus var. albinus con hiperglucemia inducida.

Glucosa mg/dL
Grupos de control y grupos NO
de tratamiento Basal Hiperglucemia 48horas
1 99 00 86
2 98 00 90
Control negativo: Blanco 3 104 00 100
P 100.33 00 103
D.S 2.64 00 12.47
4 97 430 290
5 84 465 275
Hiperglucémicas: S/T 6 75 407 285
P 85.33 434 283.33
D.S 9.03 102.80 86.99
7 95 449 114
. 8 74 500 112
Control positivo: Aloxano
150 mg/kg + Glibenclamida 9 92 450 110
5mg/kg
P 87 466.33 107
D.S 9.27 41.16 52.01
10 84 468 110
. 11 101 495 119
Grupo de Tratamiento I:
Aloxano 150mg7kg + EH 12 98 451 114
k
200mg/kg p 94.33 471.33 114.33
D.S 7.41 18.17 3.68
13 91 434 100
Grupo de Tratamiento II: 14 111 490 111
Aloxano 150mg7kg + EH
700mg/kg 15 71 439 115
P 57.67 454.33 108.67
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D.S 37.16 28.51 6.34
16 71 450 119
. 17 81 433 111

Grupo de Tratamiento IlI:
Aloxano 100mg/kg + EH 18 85 420 110
100mg/kg P 79 456.33 106
D.S 5.89 25.19 8.36

Fuente: Elaboracion propia del autor

Leyenda:
EH : Extracto hidroalcoholico

ANEXO 10: Analisis estadistico de glicemias con respecto a los diferentes

tratamientos aplicados con el extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago

sativa a dosis de 500 mg/Kg, 700 mg/Kg y 1000 mg/kg en Rattus rattus var.

albinus con la hiperglucemia inducida.

Origendelas  Sumade Grados de Promedio de

variaciones cuadrados libertad

los cuadrados

Valor critico

F Probabilidad

para F

Tratamientos 332955,9161

6 55492,65269 4,08106681 0,007218353 2,572711641

Tiempo 285549,2841

21

13597,58495

Total 618505,2002

27

*Prueba ANOVA (p<0.05)

Fuente: Elaboracién propia del autor
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